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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Definition und allgemeine Grundlagen

Das orale Plattenepithelkarzinom (OSCC) ist in der Mundhohle lokalisiert und wird als
eine ,invasive epitheliale Neoplasie mit unterschiedlicher Epitheldifferenzierung und der
Eigenschaft frihe und ausgedehnte Lymphknotenmetastasen® zu entwickeln definiert
(Ebhardt und Reichart 2009).

Als Mundhdhle gilt dabei der Bereich zwischen den Lippen, dem vorderen Gaumenbo-
gen und den Papillae vallatae. In ihr sind die vorderen zwei Drittel der Zunge (entspricht
dem mobilen Anteil), der Mundboden, der vordere Gaumenbogen, der harte Gaumen,

die Alveolarkamme, sowie die bukkale Schleimhaut lokalisiert. (Pigorsch et al. 2009)

Makroskopisch wird beim OSCC die endophytische von der exophytischen Form unter-
schieden: die erste Form stellt sich als verhartetes Ulkus dar, die exophytische Form
zeigt sich verrukds (Pigorsch et al. 2009; Ebhardt und Reichart 2009). Das OSCC tritt
am Mundboden, vorderen zwei Dritteln der Zunge, der Wangenschleimhaut, am harten
Gaumen und der Gingiva des Ober- und Unterkiefers auf (Ebhardt und Reichart 2009).
Die Zunge und der Mundboden sind am haufigsten betroffen (Kaminagakura et al. 2012;
Pigorsch et al. 2009). Die Lokalisation des Karzinoms innerhalb der Mundhdhle ist ab-
hangig von den Risikofaktoren. Die Position des Karzinoms ist entscheidend, da aus ihr
Therapieansatze bezliglich des notwendigen Sicherheitsabstandes bei der Resektion
hervorgehen. Je nach Ausmal’ der Tumorresektion kann es zu Funktionseinschrankun-
gen der Mundhoéhle kommen. (Pigorsch et al. 2009; Ebhardt und Reichart 2009)

1.2 Atiologie und Risikofaktoren

Die Atiologie fiir die Entwicklung eines OSCC ist multifaktoriell (Warnakulasuriya 2009).
Tabak und Alkohol gelten seit langem als Risikofaktoren fur die Entwicklung von Krebs
in der Mundhéhle (Ogden 2005; Blot et al. 1988; Mehrotra und Yadav 2006; Robert
Koch-Institut 2017). Kofaktoren stellen Erndhrung, Immunschwéache und virale Infektio-
nen mit Humanen Papillomviren (HPV16 oder 18), sowie dem Epstein-Barr-Virus (EBV)
dar (Wolff et al. 2021; Mehrotra und Yadav 2006; Robert Koch-Institut 2017; Mast et al.
2009).

Sowohl Alkohol als auch Tabak scheinen je als Einzelkomponente oralen Krebs auszu-
I6sen zu kénnen. In den meisten Fallen lasst sich dieser jedoch auf eine Kombination
von Rauchen und Alkoholabusus zurlckflihren. Dem zugrunde liegt, dass die Patienten,

welche Alkohol konsumieren haufig auch regelmafRig Rauchen und umgekehrt. (Blot et
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al. 1988) Mehrere Studien zeigten den Zusammenhang zwischen einem, teilweise deut-
lich, erhéhten Krebsrisiko und der Kombination aus Alkohol- und Tabakkonsum (Blot et
al. 1988; Hashibe et al. 2009; Krebs in Deutschland | 2013/2014).

1.2.1 Alkohol

In diversen Studien wurde Alkohol als unabhangiger Faktor herausgearbeitet (Wolff et
al. 2021; Bagnardi et al. 2001; Altieri et al. 2002). Das Krebsrisiko steigt dabei signifikant
mit der Anzahl der alkoholischen Getranke pro Woche (Balaram et al. 2002) und variiert
mit der Art des alkoholischen Getranks (Blot et al. 1988). Blot et al. zeigten ein erhdhtes
Risiko flr die Entwicklung eines OSCC bei Konsum von Bier und hochprozentigem Al-
kohol auf. Bei Wein fiel das Risiko deutlich geringer aus, wenn 4 Getrénke pro Tag nicht
Uberschritten wurden. (Blot et al. 1988)

1.2.2 Tabak

Das Rauchen von Tabak ist mit dem Risiko, ein orales Plattenepithelkarzinom zu entwi-
ckeln, assoziiert ( Wolff et al. 2021, Balaram et al. 2002). Das Risiko steigt signifikant mit
der Anzahl der Zigaretten pro Tag (Rodriguez 2004; Franceschi et al. 1990). Auch die
Dauer des Konsums zeigt eine Relevanz (Franceschi et al. 1990). Epidemiologische
Studien ergaben, dass das Krebsrisiko bei Rauchern um 4-9-fach erhéht war, als bei
Nichtrauchern. Bei mehr als 80 Zigaretten am Tag steigt das Risiko um das 17-fache
(Neville und Day 2002). Patienten, die zum gegenwartigen Zeitpunkt rauchten, hatten
ein 3-fach héheres Risiko als ehemalige Raucher (Falk et al. 1989). Das Risiko der Pa-
tienten, die seit 15 Jahren aufgehort hatten zu rauchen, war dennoch 3-mal héher als
bei Nichtrauchern (Andre; Schraub et al. 1995). Die Verwendung von Filterzigaretten ist
mit einem geringeren Risiko verbunden, als bei anderen Zigarettenarten (Andre;
Schraub et al. 1995; Lewin et al. 1998).

Neben dem Rauchen spielt auch der sogenannte rauchfreie Tabak eine Rolle. Dieser
enthalt zahlreiche karzinogene Substanzen, was den Einfluss des Tabaks als Risikofak-
tor unterstreicht. Studien zeigten zudem ein hohes karzinogenes Potential bei der Kon-
sumierung von Schnupf- und Kautabak (Geus et al. 2019). Es besteht ein signifikanter
Zusammenhang zwischen einem erhohten Krebsrisiko in der Mundhohle und dem
Kauen von Betelnuss. Dieses steigt mit der Anzahl pro Tag und um das 6,7-fache, wenn
Manner zusatzlich rauchen. Diese Kombination stellt zum Beispiel die wichtigste Deter-
minante in Sud-Indien fur die Entwicklung eines oralen Karzinoms dar. (Balaram et al.
2002)

1.2.3 Weitere Risikofaktoren
Das mannliche Geschlecht zahlt ebenfalls zu den Risikofaktoren, um an einem OSCC
zu erkranken (Frare et al. 2016; Balaram et al. 2002; Hashibe et al. 2009; Krebs in

2
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Deutschland | 2013/2014; Warnakulasuriya 2009). Das Risiko steigt zudem mit héherem
Alter. Die Tumore treten haufig nach der 5. Lebensdekade auf, ihre maximale Haufigkeit
erreichen sie dabei zwischen dem 60. und 70. Lebensjahr (Mast et al. 2009; Vig-
neswaran und Williams 2014). Unzureichende Mundhygiene gilt als weiterer Risikofaktor
(Robert Koch-Institut 2017; Howaldt et al. 2000; Mast et al. 2009).

Die HPV-Infektion, speziell mit HPV 16, zahlt als unabhangiger Risikofaktor fur die Ent-
wicklung eines Plattenepithelkarzinoms im Kopf-und Halsbereich (Majchrzak et al. 2014;
Nelke 2013). Allerdings weist eine HPV-Infektion vor allem ein héheres Risiko fur
oropharyngealen Krebs auf, als fir das orale Plattenepithelkarzinom (Dahlstrom et al.
2003; Gotz et al. 2016; Majchrzak et al. 2014; Robert Koch-Institut 2017). Auch die In-
fektion mit EBV ist mit der Entwicklung eines oralen Plattenepithelkarzinoms assoziiert
(Nelke 2013).

HIV-positive Krebspatienten erkranken typischerweise am Kaposi-Sarkom oder Non-Ho-
dgkin-Lymphom (Frisch et al. 2001), aber auch orale Plattenepithelkarzinome treten hau-
fig auf. Mégliche Einflisse zur dessen Entwicklung stellen fir diese Patienten Immunsu-

pression und opportunistische Infektionen dar. (Majchrzak et al. 2014; Mast et al. 2009)

Bei Patienten unter 45 Jahren scheint der Tabak- und Alkoholkonsum weniger aus-
schlaggebend zu sein. Als moégliche Einfliisse werden hier zum Beispiel genetische Pra-
dispositionen, Erndhrungsgewohnheiten oder auch HPV-Infektionen diskutiert. (Hashibe
et al. 2009; Santos et al. 2016; Kaminagakura et al. 2012; Mehrotra und Yadav 2006)

1.3 Epidemiologie

Mehr als 90% aller oralen Malignome im oberen Aerodigestivtrakt sind Plattenepithel-
karzinome (Johnson et al. 2011; Mast et al. 2009; Stenzinger et al. 2014). Diese stellen
im Mundhdhlen- und Pharynxbereich die 6-haufigste Krebsart bei Mannern und 8-hau-
figste bei Frauen dar (Warnakulasuriya 2009; Johnson et al. 2011). 2018 erkrankten
weltweit 354.864 Personen an Krebs in der Mundhohle (inklusive der Lippen), davon
61.885 europaweit (The Global Cancer Observatory 2019a). Weltweit starben 177.384
Patienten in diesem Jahr an den Folgen ihrer Erkrankung, 24.063 Personen davon in
Europa. In Westeuropa sind, im Vergleich zu Nord- und Sideuropa, die hdchsten Inzi-
denzraten zu verzeichnen. Die hochste Sterberate ist allerdings im Osten Europas nach-
zuweisen. Deutschland liegt bei den Inzidenzraten in Bezug auf Europa im Mittelfeld.
(Warnakulasuriya 2009) 2018 wurden hierzulande 7.656 neue Félle von Krebs in der
Mundhéhle (inklusive Lippen) bekannt. 2.607 Patienten starben in diesem Jahr an den

Folgen ihrer Erkrankung (The Global Cancer Observatory 2019b).
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Ca. 2/3 aller Félle treten in Entwicklungslandern auf (Warnakulasuriya 2009). Hochrisi-
kolander sind unter anderem Sri Lanka, Pakistan, Indien und Bangladesch. Hier stellt
das orale Plattenepithelkarzinom die haufigste Krebsart bei Mannern dar. (Warnakula-
suriya 2009) Die globalen Unterschiede lassen sich durch Kultur, Erndhrungsweise und

genetische Faktoren erklaren. (Johnson et al. 2011; Parkin et al. 2005)

In den meisten Landern sind Manner haufiger betroffen als Frauen (Johnson et al. 2011;
Warnakulasuriya 2009). Das Verhaltnis von Mannern zu Frauen betragt 1,5:1. (Warna-
kulasuriya 2009; Vigneswaran und Williams 2014). In einigen Teilen der Welt steigt die
Inzidenz fur Frauen jedoch an (Johnson et al. 2011). Nach wie vor haben Frauen mit
59% eine hohere relative 5-Jahres-Uberlebensrate als Manner (relative 5-Jahres-Uber-
lebensrate: 48%). Grund hierfur ist unter anderem, dass Frauen zumeist weniger Tabak
oder Alkohol konsumieren (Johnson et al. 2011). Auch bei jungeren Patienten sind stei-
gende Neuerkrankungen zu verzeichnen (Johnson et al. 2011), wobei das Entwicklungs-
risiko mit zunehmenden Alter steigt und meistens nach dem 50. Lebensjahr diagnosti-
ziert wird (Warnakulasuriya 2009; Vigneswaran und Williams 2014). Die Neuerkrankung
von jungeren Patienten konnte darauf hindeuten, dass andere Faktoren als Tabak und

Alkohol an der Entstehung von Mundkrebs beteiligt sind. (Johnson et al. 2011)

Eine wichtige Rolle bei der Uberwachung von Krebs spielen die Krebsregister. Die Da-
tenlage ist in einigen Landern allerdings als kritisch zu betrachten, da keine ausrei-
chende Aufzeichnung stattfindet. Je nach Zugang zur Gesundheitsversorgung unter-

scheidet sich der weltweite Behandlungserfolg der Patienten. (Johnson et al. 2011)

1.4 Diagnostik

In der Regel fallen Karzinome in der Mundhéhle dem Patienten selbst als nicht abhei-
lendes Geschwiir oder als eine Veranderung des Gewebes, zum Beispiel als weilte oder
rote Flecken, auf. Symptome gibt es initial sehr selten. Spater kbnnen Schmerzen, Sen-
sibilitatsstorungen, Funktionseinschrankungen der Zunge, Schwellungen, Lockerung
der Zahne oder Schluckbeschwerden auftreten. (Pigorsch et al. 2009; Crossman et al.
2016)

Weitere Symptome koénnen sich, gerade bei groReren Karzinomen, als Ulzerationen,
Foetor ex ore, Funktionseinschrankung der Mundoéffnung, Blutung sowie Gewichtsver-
lust darstellen (Ebhardt und Reichart 2009). Besteht eine Schleimhautveranderung tber
14 Tage, sollte eine diagnostische Abklarung erfolgen. Dies kann zum Beispiel durch
eine Probebiopsie aus einem geeigneten Bereich geschehen (Pigorsch et al. 2009; Wolff
et al. 2021). Die Entnahme von nekrotischem oder ulzeriertem Gewebe ist dabei zu ver-
meiden (Ebhardt und Reichart 2009).
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1.4.1 Primardiagnostik

Zur Diagnostik gehort initial die Anamnese. Neben der Allgemeinanamnese ist hier vor
allem die Frage nach Trink- und Rauchgewohnheiten von Bedeutung. Die anschlie-
Rende klinische Untersuchung beinhaltet neben der Inspektion der Mundhdéhle und Auf-

nahme des dentalen Status auch die (bimanuelle) Palpation. (Pigorsch et al. 2009)

Zur zahnarztlichen Basisdiagnostik zahlt zudem die Anfertigung einer Panorama-
Schichtaufnahme. Sie sollte der weiteren Diagnostik vorausgehen. Die Computertomo-
graphie (CT) oder die Magnetresonanztomographie (MRT) wird/werden? zur Beurteilung

der Ausdehnung des Tumors herangezogen. (Wolff et al. 2021)

Die CT ist sowohl zur Darstellung des Primartumors als auch der einzelnen Lymphkno-
tenstationen geeignet. Hier spielt vor allem die sogenannte Mehrzeilen-CT eine Rolle,
welche sich durch eine hohe Auflésung auszeichnet. Fur die Diagnostik im Kopf- und
Halsbereich ist die CT-Untersuchung mit intravendsem jodhaltigem Kontrastmittel not-
wendig. Dem voraus geht dabei immer eine Untersuchung der Funktionsfahigkeit von
Nieren und Schilddrise. Die MRT kennzeichnet sich besonders durch ihren Weichteil-
kontrast im Vergleich zu anderen bildgebenden Verfahren. Unter bestimmten Indikatio-
nen kann auch eine kombinierte Untersuchung durch CT und MRT erforderlich sein.
(Lutz et al. 2009)

Die Sonographie ist ein geeignetes Schnittbildverfahren fur das Staging, die Therapie-
planung und die Verlaufskontrolle. Sie zeichnet sich durch geringfligige Belastung flr
den Patienten und eine hohe Signifikanz aus. Allerdings sollte die Sonographie von ei-
nem erfahrenen Behandler durchgefiihrt werden. Zudem kdnnen nicht alle Lymphknoten
des Halses wie gewlnschten erfasst werden, sodass das abschlielRende Staging der

Lymphknoten durch andere Verfahren erfolgen sollte. (Lutz et al. 2009)

Eine Metastasierung erfolgt in der Regel in die regionaren Lymphknoten. Das Risiko
steigt mit Tumorstadium bzw. Infiltrationstiefe des Primartumors (Pigorsch et al. 2009).
Fernmetastasen sind eher selten. Routinemallig werden diese durch ein Rontgenthorax
oder Thorax-CT ausgeschlossen (Ebhardt und Reichart 2009). Dies ist vor allem bei
Patienten mit fortgeschrittenen Stadien (lll und IV) relevant, um einen pulmonalen Me-
tastasenbefall zu diagnostizieren. Die Positronen-Emissions-Tomographie (PET)-CT
spielt bei der Primardiagnostik keine Rolle. Bei Verdacht eines Rezidivs kann sie das CT
oder MRT erganzen. (Wolff et al. 2021)

Um einen gleichzeitig vorliegenden Zweittumor auszuschlie3en, wird im Rahmen der
Primardiagnostik eine Hals-Nasen-Ohrenarztliche und ggf. endoskopische Untersu-
chung durchgefihrt. (Wolff et al. 2021)



Einleitung

1.4.2 Staging

Um die Erkrankung prognostisch einordnen zu kénnen, hat sich das Staging mittels der
TNM Kilassifikation und nachfolgend den UICC-Stadien (Union internationale contre le
cancer) etabliert (Réper und Holzel 2009; Ebhardt und Reichart 2009). Mithilfe dieser
Klassifikationen ist es moglich, die Kommunikation unter den Behandlern durch eine
pragnante kurze Beschreibung zu erleichtern, einen Behandlungsplan zu erarbeiten und
Kontrollen der Erkrankung durchzufihren. (Wittekind 2010)

Mit der TNM-Klassifikation lassen sich Krebspatienten grundsatzlich in verschiedene
Stadien einordnen. Die Unterteilung richtet sich dabei nach anatomischer Ausbreitung
der jeweiligen Erkrankung und kann sowohl klinisch (TNM) als auch histopathologisch
(pTNM) erfasst werden. Diese Befundbeschreibung tragt einen Teil zur Prognosefindung
und Erstellen eines geeigneten und individuellen Therapieplans flir den Patienten bei.
Sie basiert auf vorher durchgefiihrten klinischen Untersuchungen, bildgebenden Verfah-
ren, aber auch auf den Ergebnissen einer Biopsie bzw. chirurgischer Exploration. Die
pathologische Klassifikation wird in der Regel postoperativ durchfuhrt. Der pratherapeu-
tisch erfasste Befund kann dadurch angepasst, sowie eine adjuvante Therapie geplant
werden. (Wittekind 2010)

Folgende 3 Parameter werden flr die Klassifizierung erfasst: Ausbreitung des Primartu-
mors (T), An- oder Abwesenheit, bzw. Ausbreitung von regionaren Lymphknotenmeta-
stasen (N) und An- oder Abwesenheit von Fernmetastasen (M). Diese Parameter wer-
den jeweils mittels hinzugefugten Ziffern weiter differenziert (TO, T1, T2, T3, T4, NO, N1,
N2, N3, MO, M1) (Brierley 2017).

(p)T - Primartu- | TX Primartumor kann (histologisch) nicht beurteilt werden
mor o . i e

T0 Kein (histologischer) Anhalt fur Primartumor

Tis Carcinoma in situ

(p)T1- | Zunehmende GroRe und/oder lokale Ausdehnung des Pri-

(p)T4 | martumors (bei histologischer Untersuchung)

(p)T1 Tumor 2cm oder weniger in grofter Ausdehnung, 5mm

oder weniger Invasionstiefe

(p)T2 | Tumor 2cm oder weniger in groRter Ausdehnung und

mehr als 5mm, aber nicht mehr als 10mm Invasionstiefe
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(p)T4a

(p)T4b

oder Tumor mehr als 2cm, aber nicht mehr als 4cm in

groldter Ausdehnung, Invasionstiefe nicht mehr als 10mm

Tumor mehr als 4cm in groRRter Ausdehnung oder mehr

als 10mm Invasionstiefe

Tumor infiltriert durch kortikalen Knochen der Mandibula

oder Kieferndhle oder die Gesichtshaut

Tumor infiltriert Spatium masticatorium, Processus ptery-
goideus oder Schadelbasis oder umschlief3t die A. carotis

interna

(p)N — Regio-
nidre Lymph-
knoten

NX

(P)N2a

(P)N2b

Regionare Lymphknoten kdnnen (histologisch) nicht beur-

teilt werden

(Histologisch) keine regionaren Lymphknotenmetastasen
(Anmerkung: Selektive Neck-Dissektion und histologische
Untersuchungen dblicherweise von 10 oder mehr Lymph-
knoten oder radikale oder modifiziert-radikale Neck-
Dissektion und histologische Untersuchung Ublicherweise

von 15 oder mehr Lymphknoten)

Zunehmender Befall regionarer Lymphknoten (bei histolo-

gischer Untersuchung)

Metastase(n) in solitarem ipsilateralem Lymphknoten,
3cm oder weniger in grofdter Ausdehnung ohne extrano-

dale Ausbreitung

Metastase(n) in solitdrem ipsilateralem Lymphknoten we-
niger als 3cm bei extranodaler Ausbreitung oder mehr als
3cm, aber nicht mehr als 6cm in groter Ausdehnung

ohne extranodale Ausbreitung

Metastasen mit multiplen ipsilateralen Lymphknoten, kei-
ner mehr als 6¢cm in grofdter Ausdehnung, ohne extrano-

dale Ausbreitung
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(p)N2c | Metastasen in bilateralen oder kontralateralen Lymphkno-
ten, keiner mehr als 6¢cm in grofdter Ausdehnung, ohne

extranodale Ausbreitung

(p)N3a | Metastase(n) in (einem) Lymphknoten, mehr als 6cm in

groldter Ausdehnung ohne extranodale Ausbreitung

(P)N3b | Metastase(n) in (einem) Lymphknoten, mehr als 3cm in
grofldter Ausdehnung mit extranodaler Ausbreitung, oder
jeder kontralaterale oder bilaterale Lymphknoten mit

extranodaler Ausbreitung

(p)M - Fernme- | (p)M1 | Fernmetastasen (mikroskopisch) bestatigt

tastasen

Tabelle 1: (pathologische) TNM-Klassifizierung ((p) TNM) nach Brierley (2017)

Nach der Befundung lassen sich die Ergebnisse in UICC-Stadien einteilen (Brierley
2017; Wittekind 2010). Diese sind in Tabelle 2 bezogen auf die Mundhdhle dargestellt.

Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | T1 NO MO
Stadium I T2 NO MO
Stadium Il T1, T2, T3 N1 MO

T3 NO MO
Stadium IVA T1,T2, T3, T4a | N2 MO

T4a NO, N1 MO
Stadium IVB Jedes T N3 MO

T4b Jedes N MO
Stadium IVC Jedes T Jedes N M1

Tabelle 2: Stadiengruppierung (UICC) nach Brierley (2017)

1.4.3 Grading
Die Ermittlung des Differenzierungsgrades (Grading) ist von prognostischer Bedeutung.
Neben der epithelialen Differenzierung fliel3t hier der Grad der Keratinisierung, sowie

des invasiven Wachstums in die Beurteilung ein. Von einem invasiven Karzinom spricht
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man, wenn der Tumor die Basalmembran durchbrochen hat und in darunterliegendes
Gewebe, wie Muskeln und Bindegewebe, infiltriert. (Ebhardt und Reichart 2009)

Beim Grading wird das Gewebe in Grad 1-3 unterteilt. Grad 1 entspricht dabei einem
hoch differenzierten Gewebe. Histologisch lasst sich eine Ahnlichkeit zu ordnungsgema-
Rem ausdifferenzierten Plattenepithel mit haufiger Verhornung feststellen. Die Zellen
sind geringfligig pleomorph verandert, Mitose findet sich selten. Grad 2 entspricht maRig
differenziertem Gewebe. Die Mitoserate ist erhoht und es liegt eine Pleomorphie der
Zellkerne vor. Die Hornbildung ist weniger ausgepragt. Grad 3 stellt eine niedrige Diffe-
renzierung des Gewebes dar. Die Zellkerne sind hochgradig pleomorph verandert, die
Mitoserate, sowie die Anzahl an atypischen Mitosen ist hoch. Grad 1 stellt damit eine

bessere Prognose als Grad 3 dar. (lhrler und Weiler 2009)

1.5 Therapie

Der weitere Behandlungsverlauf sollte in einer interdisziplinaren Tumorkonferenz erar-
beitet und festgelegt werden. Die beteiligten Fachdisziplinen bei der Behandlung des
OSCC sind neben der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie die HNO, Strahlentherapie,
Onkologie, Pathologie und Radiologie. (Wolff et al. 2021)

Bei der konservativen und chirurgischen Therapieentscheidung steht neben dem Allge-
meinzustand des Patienten, auch die Operationsfahigkeit des Tumors im Mittelpunkt.
Dabei muss eruiert werden, ob ein tumorfreies Resektat erreicht werden kann und die

postoperative Lebensqualitat im Verhaltnis zu dem Eingriff steht. (Wolff et al. 2021)

Therapie der Wahl ist die chirurgische Behandlung des Karzinoms, welche gegebenen-
falls durch eine adjuvante Therapie erganzt wird. Hierfir kommen die Radiotherapie oder
Radiochemotherapie in Frage. Voraussetzung fir das chirurgische Vorgehen ist die
Operationsfahigkeit des Patienten und ein kuratives Behandlungsziel. (Pigorsch et al.
2009)

Die Tumorresektion erfolgt dabei mit geeignetem Sicherheitsabstand. Als positiver
Schnittrand gilt ein Abstand von weniger als einem Millimeter zwischen Resektionsrand
und der Tumorgrenze. Als sicherer Resektionsrand wird ein Abstand von 5mm bezeich-
net, 1-3 mm gelten als knapper Sicherheitsabstand. Durch einen intraoperativen Schnell-
schnitt erfolgt eine rasche Beurteilung des Gewebes. (Wolff et al. 2021; Pigorsch et al.
2009)

Die Schnellschnittdiagnostik wird zur Diagnosesicherung, Kontrolle auf Tumorfreiheit der

Resektionsrander, sowie fur die Beurteilung des Infiltrationsausmales durchgefihrt.
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Das Gewebe sollte dabei moglichst schonend entnommen werden, um die Struktur wei-
testgehend zu erhalten. Dies ist besonders von Bedeutung, da durch die spezielle Ge-
friertechnik im Schnellschnitt ein verminderter Gewebeerhalt gegeben ist und zu einge-

schrankten Ergebnissen flihren kann. (Weiler et al. 2009)

Neben der Resektion des Primartumors wird in den meisten Fallen zusatzlich eine Neck
dissection durchgefuhrt. Die Pravalenz fur eine Ausbreitung in die Lymphknoten des Hal-
ses ist bei oralen Plattenepithelkarzinomen hoch. In 20-40% der Falle kommt es zudem

zu einer okkulten Metastasierung. (Cornelius et al. 2009; Wolff et al. 2021)

Der Eingriff wird auch als zervikale Lymphadenektomie oder operative Ausraumung der
Halslymphknoten bezeichnet. Sie hat das Ziel, eine lymphogene Metastasierung zu ver-
hindern, bereits befallene Lymphknoten zu behandeln und unentdeckte Mikrometasta-
sen zu entfernen. Die Richtung der Absiedlungen ist von der Lokalisation des Primartu-
mors abhangig und kann entsprechend ipsi-, kontra- oder bilateral erfolgen (Cornelius et
al. 2009). Die Vorgehensweise des Eingriffes unterscheidet sich je nach dem im Staging
ermitteltem Lymphknotenstatus. Sie kann ebenfalls uni- als auch bilateral durchgefihrt
werden (Cornelius et al. 2009; Pigorsch et al. 2009). Eine bilaterale Neck dissection ist
vor allem bei Mittellinientumoren, wie zum Beispiel an der Zunge, indiziert. Wichtig ist
hierbei, dass die V. jugularis interna auf einer Seite erhalten bleiben sollte. (Cornelius et
al. 2009)

Die zervikalen Lymphknoten kdnnen anatomisch in 6 Level aufgeteilt werden. Level |, Il
und Il sind beim oralen Plattenepithel haufig betroffen, Level IV und V in der Regel selten
(Cornelius et al. 2009; Wolff et al. 2021).

Konnten in der praoperativen Diagnostik keine befallenen Lymphknoten nachgewiesen
werden, kann die Behandlung elektiv, prophylaktisch oder explorativ erfolgen. Die Vor-
gehensweise richtet sich dabei nach dem Risiko fur eine Metastasierung in die jeweiligen
Lymphknotenlevel. Eine elektive Neck dissection ist in der Regel das therapeutische Mit-
tel der Wahl. (Cornelius et al. 2009, S. 59; Wolff et al. 2021) Bei Lokalisation des Karzi-
noms am harten Gaumen oder Alveolarfortsatz im Oberkiefer, bei einer Invasionstiefe
von weniger als 3mm, kann auf eine Neck dissection verzichtet, und das wait and see-
Konzept angewendet werden (Wolff et al. 2021). Liegen bereits nachgewiesene Lymph-
knotenmetastasen vor, erfolgt die Behandlung in kurativer Absicht. Die radikale Neck
dissection wird heute lediglich bei einem N-Status von N2 oder N3 durchgefuhrt, um die
Morbiditat in diesem Zusammenhang zu senken. (Cornelius et al. 2009) Stattdessen wird
vermehrt die modifizierte radikale Neck dissection (N1- oder N2-Status) durchfihrt und
Strukturen gegenuber der radikalen Neck dissection erhalten. (Wolff et al. 2021; Corne-
lius et al. 2009)
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Je nach GroRe und Lokalisation der Tumorresektion sind nachfolgend plastische Rekon-
struktionen ndtig, um Funktion und Asthetik wiederherzustellen (Wolff et al. 2021; Pi-
gorsch et al. 2009). Hierfur werden Gewebeverschiebungen oder -transplantationen
durchgefiihrt. Die RekonstruktionsmalRnahmen kénnen entweder direkt bei positivem
Operationsverlauf und gutem Allgemeinzustand des Patienten mit der Resektion durch-
gefihrt (einzeitig), oder in einer gesonderten Operation (zweizeitig) erfolgen. (Pigorsch
et al. 2009; Wolff et al. 2021)

Eine konservative Therapie sollte postoperativ bei ausgedehnten Tumoren (T3/T4), un-
vollstandiger Resektion, perineuraler Invasion oder Gefallinvasion, sowie bei Lymphkno-
tenmetastasen in Form von einem Radio- oder Radiochemotherapie erfolgen. Die The-
rapie beginnt moglichst frihzeitig nach der Operation und wird in der Regel nach 11
Wochen abgeschlossen. (Wolff et al. 2021)

Liegt ein fortgeschrittener, nicht operabler Tumor, aber keine Metastasen vor, ist die Ra-
diochemotherapie das konservative Verfahren der Wahl anstelle der alleinigen Strahlen-
therapie. (Wolff et al. 2021)

Ziel einer palliativen Behandlung ist es, die Beschwerden der Patienten zu lindern. Eine
kurative Absicht besteht nicht. Die chirurgische Therapie hat hier den Zweck einer Ver-
kleinerung des Tumors, sowie einer Steigerung der Lebensqualitat des Patienten. (Pi-
gorsch et al. 2009)

Neue Therapieansatze bietet die Immuntherapie. Sie wird in Kapitel 2.8 detaillierter be-

schrieben.

1.6 Prognostische Parameter

Die Prognose flr das orale Plattenepithelkarzinom ist sowohl von der Lokalisation des
Primartumors, der Grof3e des Tumors, als auch von dessen Stadium abhangig (Réper
und Holzel 2009; Ebhardt und Reichart 2009). Liegt ein Befall von zwei oder mehr
Lymphknoten und/oder eine extrakapsulare Ausbreitung vor, verschlechtert dies die
Prognose. Weitere negative Parameter stellen das Vorliegen von positiven Resektions-
randern und GefaRinvasion dar (Ebhardt und Reichart 2009). Eine bilaterale Metastasie-
rung in die Halslymphknoten verschlechtert die Prognose fur den Patienten zudem er-
heblich (Cornelius et al. 2009). Eine Problematik besteht zudem in der haufig spaten
Diagnosestellung nach 6 Monaten. (Pigorsch et al. 2009) Die relativ beste Prognose fur
die Patienten stellt eine vollstandige chirurgische Resektion des Tumors (R0) in Kombi-
nation mit der entsprechenden Durchfiihrung einer Neck dissection dar (Pigorsch et al.

2009). Neueste Forschungen lassen vermuten, dass Tumorinfiltrierende Lymphozyten
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einen Einfluss auf die Prognose beim OSCC haben kénnten (Galon et al. 2016; Ruiter
et al. 2017; Chen et al. 2018; Protti et al. 2014; Mlecnik et al. 2011).

1.7 Nachsorge

Die Nachsorge schlief3t sich direkt nach Beendigung der primaren Behandlung an. Sie
soll den Behandlungserfolg nach der Therapie kontrollieren, Nebenwirkungen erfassen
bzw. Folgeerkrankungen frihzeitig erkennen und dem Patienten somit zu mehr Lebens-
qualitat verhelfen. (Wolff et al. 2021; Papachristofilou et al. 2009)

Wichtig sind hier MalRnahmen fiir eine physische, psychische und soziale Rehabilitation.
Haufigkeit und Ausmalfd der Nachsorge sollten an die Wahrscheinlichkeit angepasst wer-
den, mit der eine friihe Diagnose eines Rezidivs oder Metastasierung zur gesteigerten
Lebensqualitat und héheres Uberleben beitragt. Eine unnétige Belastung durch haufige

Untersuchungen des Patienten sollte vermieden werden. (Papachristofilou et al. 2009)

Die Nachsorgeuntersuchung sollte jedes Mal einen lokalen Status, Spiegeluntersuchung
und die Palpation des Halses umfassen. Zusatzlich kann die Sonographie des Halses,
eine Panendoskopie, eine CT, MRT und/oder Réntgen-Thorax erfolgen (Papachristofilou
et al. 2009; Wolff et al. 2021). In den ersten zwei Jahren nach erfolgter Therapie sollte
der Patient in einem Intervall von 3 Monaten zur Nachsorge vorstellig werden. Im dritten
bis flinften Jahr kann dieses auf ein Intervall von 6 Monaten reduziert werden. Das Nach-
sorgeschema sollte fur jeden Patienten individuell geplant und durchgefiihrt werden.
(Wolff et al. 2021)

Lokalrezidive treten haufig innerhalb der ersten 3 Jahre nach Beendigung der Therapie
auf. Je nach vorangegangener Behandlung muss entschieden werden, ob eine auf-
wendige Diagnostik und Therapie die Lebensqualitat des Patienten verbessert, bzw. sein
Uberleben verlangert. Bei Erstdiagnose eines OSCC im Falle eines spaten Tumorstadi-
ums und ausgedehnter Resektion liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate nach Lokalrezidiv
bei lediglich 15%. Dem gegenuber stehen Patienten, die initial im friihen Tumorstadium
diagnostiziert wurden, da die Therapieoptionen eine bessere Prognose haben. Bei die-
sen Patienten sollte in jedem Fall eine regelmaRige Nachsorge stattfinden. (Papachris-
tofilou et al. 2009)
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1.8 Immuntherapie

Die Behandlung des OSCC stellt trotz fortschrittlicher Therapieansatze nach wie vor eine
Herausforderung dar. Eine grundlegende Verbesserung in Bezug auf Uberleben, Funk-
tionserhalt und Lebensqualitat war im Laufe der Zeit lediglich moderat méglich. (Subra-

maniam et al. 2019)

Klassische Behandlungskonzepte, wie Chirurgie, Radio- oder Chemotherapie bringen
oft nicht den gewilinschten Erfolg (Przybylski et al. 2018), sodass nach neuen, nicht-
chirurgischen Behandlungsmdglichkeiten geforscht wird. Ein Beispiel ist die Immunthe-
rapie - eine Therapieform, die bereits in vielen Gebieten der Onkologie genutzt wird.
Durch ein besseres Verstandnis der Immunantwort und des Tumormikromilieus (TME)
soll eine Weiterentwicklung der Immuntherapie, und damit eine verbesserte Prognose

fur den Patienten erreicht werden. (Subramaniam et al. 2019; Renner et al. 2010)

Der Entwicklung des oralen Plattenepithelkarzinoms liegt eine komplexe Interaktion mit
dem Immunsystem zugrunde. Durch Fremdantigene wird das kdrpereigene Abwehrsys-
tem aktiviert, um diese Antigene zu bekampfen. Bei einer Krebserkrankung arbeitet die-
ses System haufig ineffektiv (Przybylski et al. 2018). Die Immuntherapie kehrt diese In-
effektivitat bzw. die Immunevasion um (Schuster et al. 2006; Armstrong et al. 2001) und
macht sich die Funktionen zur kdrpereigenen Bekdmpfung der Erkrankung zunutze
(Przybylski et al. 2018; Armstrong et al. 2001). Die Starkung des Immunsystems soll
durch Zytokine, Immunmodulatoren, Krebsimpfstoffen und Modifikation von T-Lympho-

zyten hervorgerufen werden (Przybylski et al. 2018).

1.8.1 Prinzip der Immuntherapie

Durch fortschreitende Erkenntnisse in die Funktionsweise des Immunsystems, sowie der
Interaktion zwischen Tumor und korpereigener Abwehr konnten Ansatze fur eine immu-
nologische Intervention erarbeitet werden (Renner et al. 2010). Fir die Entwicklung von
erfolgreichen Immuntherapien ist das Verstandnis Gber die Immunevasion und den Auf-
bau des TME unerlasslich (Moy et al. 2017). Sie soll dabei unter anderem die Ausbrei-
tung von Metastasen verhindern und die Lebensqualitat von Patienten verbessern
(Schuster et al. 2006).

Etabliert hat sich bereits die Verwendung Monoklonaler Antikdrper (Subramaniam et al.
2019; Moy et al. 2017). Daneben gelang 2010 ein Durchbruch mit der Entwicklung der
Checkpoint-Inhibitoren (Moy et al. 2017). Sie sind spezielle Antikérper, die sich an die
Checkpoint-Rezeptoren von T-Zellen binden. Damit wird die Bindung zwischen einem
inhibitorischen Liganden einer Tumorzelle mit dem Rezeptor verhindert und die T-Zelle

kann eine Immunantwort auslésen (Subramaniam et al. 2019; Moy et al. 2017).
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Die derzeitigen Therapieansatze zeichnen sich dabei durch eine gute Wirksamkeit bei
geringen bzw. milden Nebenwirkungen fir den Patienten aus (Moy et al. 2017; Schuster
et al. 2006). Bei einigen Patienten fiihrte eine Immuntherapie zu einer Verbesserung des

Uberlebens (Subramaniam et al. 2019).

1.9 Grundlagen des menschlichen Immunsystems im Zusammen-

hang mit der Krebsentwicklung
Das Immunsystem ist in der Lage, Tumorzellen zu erkennen (Armstrong et al. 2001;
Lakshmi Narendra et al. 2013). Es spielt daher im Zusammenhang mit der Entwicklung
von Krebs eine entscheidende Rolle. So kann es zum Beispiel pramaligne Zellen elimi-
nieren, bevor ein Tumor entsteht. Eine Immunsupression, wie zum Beispiel bei HIV, kann

daher eine Krebsentwicklung begtinstigen. (Moy et al. 2017)

Das korpereigene Abwehrsystem kann in eine unspezifische, angeborene und eine spe-
zifische, erworbene Komponente unterteilt werden. Darliber hinaus verflugt das Immun-
system Uber humorale (Zytokine, Komplementsystem, Antikérper) und zellulare (Gra-
nulozyten, T-Zellen, B-Zellen) Bestandteile (Renner et al. 2010; Subramaniam et al.
2019). Zur Bekdampfung eines malignen Tumors durch das Immunsystem ist das Ein-

greifen des angeborenen und erworbenen Immunsystems noétig (Renner et al. 2010).

Die Tumorentwicklung kann in 3 Stadien eingeteilt werden: die Elimination, das Aquilib-
rium sowie das Entweichen (Renner et al. 2010; Subramaniam et al. 2019). Bei der Eli-
mination ist das Immunsystem in der Lage die Tumorzellen zu bekdmpfen. Durch die
Expression von tumorspezifischen bzw. tumorassoziierten Antigenen kann das Immun-
system Tumore erkennen und eine Immunreaktion auslésen (Renner et al. 2010; Moy et
al. 2017). Tumorassoziierte Antigene (TAAs) sind abnormale Proteine, die aufgrund ei-
ner genetischen Instabilitat entstehen. Solche TAAs setzen neue, mdglicherweise im-
munogene Epitope frei, die vom Immunsystem des Wirts erkannt und eliminiert werden
kénnen (Schuster et al. 2006). Nach der Eliminierung folgt eine Latenzphase, auch das
Aquilibrium genannt. Tumorzellklone mit schwacher immunogener Wirkung werden nur
teilweise vom Immunsystem erfasst und bekampft, der tbrige Teil Uberlebt. Die 3. Phase
stellt einen vollstandigen Entzug der Kontrolle seitens des Immunsystems dar, wodurch
es zu exponentiellem Wachstum und der Zerstérung des Wirtsorganismus kommt. (Ren-
ner et al. 2010)

Folgende immunologische Veranderungen tragen dartber hinaus zur Entwicklung von

Karzinomen in der Mundhdhle bei: krebsférderndes Tumormikromilieu, Forderung von
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immunsupressiven Zellen und Modulation der Immunogenitat (Subramaniam et al.
2019).

Das Tumormikromilieu (TME) besteht aus Krebs- und Immunzellen, sowie immunmodu-
latorischen Zytokinen und lasst sich in eine entzindete und nicht-entzindete Unter-
gruppe einteilen. Bei der entziindeten Form ist zwar eine Immunreaktion durch Entzin-
dungszellen wie CD8"-zytotoxischen T-Zellen vorhanden, diese ist aber ineffektiv. Es
wird vermutet, dass dies auf eine immunsupressive Wirkung innerhalb des TMEs zu-
rickzufihren ist. Entziindete Tumoren neigen zu einer gesteigerten Mutationslast und
haben ein dichtes entzindliches Stroma. Dieses Stroma wirkt zudem unter Umstanden
wie eine Barriere fur Immunzellen und hat einen negativen Einfluss auf die Prognose der

Patienten. (Subramaniam et al. 2019)

Der nicht-entziindete Typ zeichnet sich durch eine fehlgeschlagene Entziindungsreak-
tion bzw. fehlende Anlockung von T-Zellen aus. Eine Therapie sollte hier also auf die

Rekrutierung von Immunzellen ausgelegt sein. (Subramaniam et al. 2019)

Die immunsupressive bzw. zytotoxische Wirkung wird durch, von Krebszellen rekrutier-
ten, hamatopoetischen Zellen hervorgerufen. Dazu zahlen unter anderem CD4-regula-
torische T-Zellen (Tregs) und tumorassoziierte Makrophagen (TAM). (Subramaniam et al.
2019) Tregs sind eine Untergruppe von T-Zellen. Sie sind fiir eine Regulierung der Auto-
immunitat zustandig, kdbnnen jedoch auch eine krebsférdernde Wirkung aufweisen. Tregs
fihren dabei Uber verschiedene Mechanismen zur Apoptose und Stillstand des Zellzyk-
lus von aktivierten T-Zellen. Darlber hinaus wirken sie hemmend auf die Funktion von
dendritischen Zellen und naturlichen Killerzellen. Bei Patienten mit OSCC lassen sich
regulatorische T-Zellen sowohl im peripheren Blut als auch im Tumor nachweisen. (Sub-
ramaniam et al. 2019) Der Einfluss von regulatorischen T-Zellen bei Krebs wird kontro-
vers diskutiert (Galon et al. 2014; Gentles et al. 2015; Protti et al. 2014).

TAM differenzieren innerhalb des TME in Anwesenheit von Zytokinen zu Makrophagen.
Sie synthetisieren epidermale Wachstumsfaktoren, ein Polypeptid, welches bei der Mi-
toseeinleitung eine Rolle spielt. Darlber hinaus stehen TAM mit Angiogenese, lokaler
Tumorprogression, Metastasierung sowie einer schlechten Prognose in Verbindung.

(Subramaniam et al. 2019)

Die Modulation der Immunogenitat erfolgt Uber die Reduzierung von Antigen-prasentie-
renden Mechanismen und Checkpoint-Blockaden. Besonders die Herunterregulierung
von HLA-Klasse | zeigt eine schlechte Prognose, da dessen Gene Haupthistokompatibi-
litatskomplexe (MHC) codieren. Krebszellen sorgen fiir eine adaquate Herunterregulie-

rung von HLA-Klasse |, um der Erkennung durch T-Zellen zu entgehen. Eine vollstandige
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Eliminierung erfolgt meistens nicht, da dies eine Reaktion von natirlichen Killerzellen

gegen die Krebszellen auslésen wirde. (Subramaniam et al. 2019; Moy et al. 2017)

Immuncheckpoints sind Rezeptoren auf zirkulierenden T-Zellen. Je nach Rezeptor-Lig-
and-Wechselwirkung kann die T-Zelle die Art anderer Zellen (selbst, nicht-selbst) identi-
fizieren und eine entsprechende Immunantwort auslosen. Bindet die T-Zelle an Liganden
einer Wirtszelle, wird eine Immunreaktion unterdrickt. Tumorzellen sind in der Lage
diese Liganden ebenfalls zu exprimieren, der Identifizierung durch die T-Zellen zu ent-
gehen und damit eine Immunantwort zu unterdricken. Dieser Vorgang ist unter anderem
Teil der sogenannten Immunevasion. Einen Ansatz der Immuntherapie stellen Check-
point-Inhibitoren dar. Die negative Immunantwort soll damit aufgehoben werden, sodass

das Immunsystem in der Lage ist den Tumor zu bekampfen. (Subramaniam et al. 2019)

Zusammenfassend scheint das Immunsystem zum einen in der Lage zu sein dem Tu-
morwachstum entgegenzuwirken, aber auch es zu férdern. (Lakshmi Narendra et al.
2013)

1.9.1 HLA-System und HLA-Klasse | (ABC)

HLA ist die individuelle Bezeichnung beim Menschen fur den Haupthistokompatibilitats-
komplex (MHC). HLA steht fir Humanes Leukozyten Antigen und ist ein umfassendes
System, welches eine Schlusselrolle in der zellularen Immunantwort darstellt und somit
medizinisch von groRer Bedeutung ist. Die Hauptaufgabe dieser fest in der Membran
verankerten Glykoproteine liegt hierbei in der Antigenprasentation. Dieser geht der pro-
teolytische Abbau von Proteinen zu Peptiden voraus. Durch die Antigenprasentation
werden die Reifung und Funktion von T-Lymphozyten gesteuert. T-Zellen befinden sich
in der Regel in einem Ruhezustand und werden erst Uber die Bindung an HLA aktiviert.
Der Komplex ist in der Lage, zwischen Selbst und Nicht-Selbst zu unterscheiden. Dies
wird durch den ternaren Komplex aus Selbst-HLA-Molekul mit dem gebundenen Antigen
und dem T-Lymphozytenrezeptor gewahrleistet. Dieses Phanomen wird auch als MHC-
Restriktion bezeichnet. (Kalden J. und Eger G. 2010; WaRmuth 2005; Kaufmann 2009;
Koénigshoff et al. 2018)

HLA Molekile werden in zwei Klassen eingeteilt, da sie sowohl strukturelle als auch
funktionale Unterschiede, bezogen auf die jeweiligen Prasentationswege aufweisen.
HLA-Klasse-I-Molekiile prasentieren intrazellulare Antigene und interagieren mit CD8"-
zytotoxische T-Lymphozyten. (Kalden J. und Eger G. 2010; Hof und Schliter 2019;
Walmuth 2005) Diese korpereigenen intrazellularen Faktoren sind unter anderem auch
Neoantigene, welche von Krebszellen gebildet werden. Diese Tumorantigene werden

von Proteasomen abgebaut, in das endoplasmatische Retikulum transportiert und bilden
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dort einen Komplex mit ausgereiften HLA-Klasse-I-Molekilen. Dieser Komplex wird an
die Zelloberflache transportiert und dort von CD8-T-Zellen erkannt. (Renner et al. 2010)

HLA-Klasse-lI-Molekile nehmen extrazellulare Proteine durch Endo- oder Phagozytose
auf, prasentieren diese und interagieren mit CD4*-T-Lymphozyten. (Kalden J. und Eger
G. 2010; Hof und Schliter 2019; WalRmuth 2005)

HLA-Molekule sind héchst polymorph und werden als Heterodimere an der Zelloberfla-
che exprimiert. Die Gene des HLA-Komplexes befinden sich beim Menschen auf dem
kurzen Arm des 6. Chromosoms (6p21.1-6p21.3) mit etwa 3500 Kilobasenpaaren. Man
unterscheidet je nach Genabschnitt die Klasse I, Il und IIl. (WalRmuth 2005)

Da in der vorliegenden Arbeit die Expression von HLA-Klasse | in den Proben untersucht

wurde, wird im weiteren Verlauf genauer auf diese Klasse eingegangen:

HLA-Klasse-I-Molekile kommen auf beinahe allen kernhaltigen Zellen des Kérpers vor.
Es werden drei verschiedene Molekile (HLA-A, -B und -C, benannt nach ihrem Genort)
hinsichtlich der Struktur der Peptidbindungsstelle unterschieden. Durch die kodominante
Expression (mutterliche und vaterliche Klasse-I-Molekile) kommen auf kernhaltigen Zel-
len sechs HLA-Klasse-I-Molekule vor, welche jeweils unterschiedliche Peptide binden.
(Hof und Schluter 2019; WalRmuth 2005)

Gene der HLA-Klasse | liegen auf der telomeren Seite des Komplexes und sind sowohl

funktionale Gene als auch Pseudogene (WalRmuth 2005).

Die Domanenstruktur der HLA-Klasse-I-Heterodimere besteht aus einer schweren poly-
morphen a-Kette (Molekulargewicht 45 kDa) und einer leichten B-Kette (Molekularge-
wicht 11,5 kDa), dem stabilisierenden p2-Mikroglobulin. Dessen Gen liegt auf dem
menschlichen Chromosom 15. Neben einer Transmembranregion und einem zytosoli-
schen Anteil, weist die a-Kette drei extrazellulare Domanen (o1, a2, as) mit jeweils ca.
90 Aminosauren auf. Die a4- und a2-Domanen lagern sich als Wande der Antigenbin-
dungsstelle zusammen, welche in der Lage ist, Proteinfragmente mit einer Lange von
acht bis elf Aminosauren zu binden. (Hof und Schliter 2019; WaRmuth 2005; Kénigshoff
et al. 2018)

Wie oben beschrieben ist jedes antigenprasentierende HLA-Molekul mit einer Antigen-
bindungsstelle ausgestattet. Fur die Funktion der antigenabhangigen T-Lymphozytenak-
tivierung ist es wichtig, dass prozessierte Proteine unabhangig der jeweiligen Struktur
gebunden werden kénnen. Grundlage hierfur ist ein ausgepragter allelischer Polymor-

phismus innerhalb der hypervariablen Region der DNA. (WalRmuth 2005)
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Kommt es zu einem Expressionsverlust von HLA-Klasse | auf Tumorzellen, kbénnen

diese einer Immunantwort entgehen. (Wallmuth 2005)

1.9.2 Einfuihrung: Tumorinfiltrierende Lymphozyten (TILs)

Histopathologisch ist das OSCC charakterisiert durch die Infiltration von unterschiedli-
chen Entziindungszellen (hauptsachlich T-Zellen) in das Stroma, sowie das Epithel.
Diese Zellen werden auch tumorinfiltrierende Lymphozyten (TILs) genannt. lhnen wird

eine regulatorische Funktion bei der Antitumorimmunitat zugesprochen. (Lee et al. 2011)

Daher gewinnt neben dem TNM-System die Klassifizierung einer Krebserkrankung
durch spezifische Informationen des TME zunehmend an Bedeutung. So hat man her-
ausgefunden, dass TILs Auswirkungen auf die klinischen Eigenschaften von Krebspati-
enten haben. (Galon et al. 2014; Fridman et al. 2012; Motz und Coukos 2013; Chen et
al. 2018; Zhang et al. 2019)

Immunzellen kommen bei allen Tumorarten in einer erhdhten Anzahl innerhalb des Tu-
morgewebes vor. Durch geeignete Farbungen kdnnen tumorinfiltrierende Zellen detek-
tiert und durch ihre Analyse prognostische Aussagen getroffen werden. TlLs lassen sich
in der Regel leichter quantifizieren als Tumormarker, da etablierte Marker fiir die Lym-
phozyten zur Verfigung stehen. Alle Subgruppen von T-Zellen sind sowohl innerhalb
des Tumorzentrums als auch an der Invasionsfront von oralen Plattenepithelkarzinomen
zu finden. Eine getrennte Auswertung dieser Regionen steigerte die Genauigkeit der
Uberlebensvorhersage der Patienten. Ebenso wird in der Literatur ein Zusammenhang
von Anzahl und Art der TILs mit der Prognose der Patienten beschrieben. Fir OSCC
lasst sich einerseits eine positive Wirkung des Immuninfiltrates ableiten, andererseits
wurden auch negative Einflisse beobachtet. (Galon et al. 2014; Fridman et al. 2012;
Motz und Coukos 2013; Chen et al. 2018)

An diese Ergebnisse anknipfend wurden in der vorliegenden Arbeit 66 OSCC-Proben
in Zusammenhang mit CD3*-, CD4"-, CD8"-, FOXP3"- und IL-17A*-Lymphozyten unter-

sucht und ausgewertet.

1.9.2.1 CD3*-Lymphozyten

Im Thymus entwickeln sich aus lymphoiden Vorlauferzellen die T-Lymphozyten
(Lakshmi Narendra et al. 2013). Als CD3*-Lymphozyten werden reife T-Zellen bezeich-
net, welche membranstandige CD3-Molekile als charakteristisches Antigen tragen. CD
steht fur cluster of differentation und beschreibt bestimmte Differenzierungsantigene von
Leukozyten. Die CD3-Molekile dienen als generelles Erkennungsmerkmal aller T-Lym-
phozyten und sind zudem fir die Aktivierung von antigenspezifischen T-Zellen verant-
wortlich: Nach Antigenerkennung ist der T-Zellrezeptor (TCR) allein nicht in der Lage

eine intrazellulare Signaltransduktion auslésen. (Galon et al. 2014; Kaufmann 2009)
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Durch die Assoziation mit den Transmembranproteinen des CD3-Komplexes wird eine
Signalweiterleitung erst moglich. Dieser Komplex setzt sich aus einer 6-, zwei e- und
einer y-Polypeptidkette zusammen, zudem sind zwei (-Ketten an die gesamte Einheit
angelagert. Wird ein Antigen erkannt, findet innerhalb kirzester Zeit eine Phosphorylie-
rung von zytoplasmatischen Anteilen der CD3-Molekule durch Tyrosinkinasen der src-
Familie (Ick, fyn) statt. Dieser Vorgang setzt eine Kaskade von Tyrosinphosphorylierun-
gen unterschiedlicher Proteine innerhalb der Zelle in Gang, welche durch Aktivierung
weiterer Kinasen stattfindet. Das Ziel dieser Signalwege ist wiederum die Aktivierung
von Transkriptionsfaktoren, die Produktion von Zytokinen, welche die Proliferation und
Aktivierung von T-Zellen anregen und eine Kaskade von Immuneffektorzellen auszul6-
sen. Zudem erfolgt die Expression von Interleukin-2-Rezeptoren. Interleukin-2 spielt eine
Rolle bei dem Wachstum von T- und B-Zellen, sowie naturlichen Killerzellen und damit

bei der suffizienten Immunantwort des Kérpers. (Hof und Schliter 2019; Fleischer 2010)

CD3*-Lymphozyten scheinen einen Einfluss auf die Immunantwort bei Tumoren und da-

mit auf die Uberlebensprognose der Patienten zu haben. (Galon et al. 2014)

1.9.2.2 CD4*-Lymphozyten

Tragt eine T-Zelle das CD4-Molekiil auf ihrer Oberflache, so wird sie als CD4"-T-Zelle
oder T-Helferzelle (Tu-Zelle) bezeichnet. Sie spielt eine unterstiitzende Rolle in der Im-
munantwort, indem sie Zytokine bildet, welche wiederum weitere T-Zellen aktivieren.
Helferzellen lassen sich in weitere Untergruppen unterteilen, wie unter anderem in die
TH1-, Thz- und Twhi7-Zellen. Twi-Zellen bilden Interleukin-2 (IL-2), Interferon-y sowie Tu-
mornekrosefaktor-a. lhre Aufgabe besteht in der Aktivierung anderer T- und antigenpra-
sentierenden Zellen, wie z.B. zytotoxische T-Zellen und Makrophagen. Damit nehmen
sie eine Schlisselrolle in der zellvermittelten Immunantwort ein. Tyz2-Zellen bilden IL-4, -
5, -6, -10 und -13. Sie induzieren die humorale Immunantwort durch Aktivierung von B-
Zellen, welche dann als Plasmazellen Antikorper freisetzen. Sie aktivieren zudem Eo-
sinophile mit antitumoralen Eigenschaften. Twi- und Tro-Zellen unterdriicken sich gegen-
seitig in ihrer Funktion. Tri7-Zellen aktivieren neutrophile Granulozyten und exprimieren
unter anderem IL-17A. (Kaufmann 2009; Kénigshoff et al. 2018; Protti et al. 2014)

Eine weitere Subgruppe der CD4*-Lymphozyten stellen sogenannte regulatorische T-
Zellen (Treg) dar. Sie produzieren inhibitorische Zytokine (IL-10 und Transforming growth
factor beta (TGF-B)) und unterdriicken die Immunantwort von T-Zellen. Neben CD25
exprimieren Tregs den Transkriptionsfaktor FOXP3 und sind keine klassische T-Helferzel-
len. Ungefahr 6-10% der peripheren CD4*-Lymphozyten lassen sich dieser Untergruppe
zuordnen. (Renner et al. 2010; Kaufmann 2009; Kénigshoff et al. 2018; Protti et al. 2014)
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Die Aktivierung der Zielzellen durch die jeweilige Helferzelle erfolgt durch 16sliche Bo-
tenstoffe wie Zytokine bzw. Interleukine. Zytokine sind nicht antigenspezifisch, sondern
aktivieren gewisse Einzelfunktionen der Zielzelle. IL-17 wird zum Beispiel von Twi7-Zel-

len gebildet und 16st von Neutrophilen gepragte Entziindungen aus. (Kaufmann 2009)

Wie oben bereits erwahnt kdnnen CD4*-Lymphozyten Fremdantigene nur im Zusam-

menhang mit kérpereigenem HLA-II erkennen (Hof und Schllter 2019; Kaufmann 2009).

Das CD4-Molekdl ist als Monomer mit vier extrazellularen Immunglobulindoméanen (D1-
4), einem transmembrandsen Anteil und einem zytoplasmatischen Fortsatz aufgebaut.
Letzterer Anteil ist an der Signaltibermittiung nach Antigenkontakt beteiligt. Es erfolgt
eine Signaltransduktion in den Zellkern und schlussendlich die Aktivierung von Tran-
skriptionsfaktoren. Diese bewirken wiederrum eine Expression von Genen, welche fur
die Regulation des Aktivierungszustandes der T-Zelle verantwortlich sind. (Hof und
Schliter 2019)

Da CD4*-Lymphozyten an der Steuerung aller antigenspezifischen Immunantworten be-
teiligt sind, wurden sie in den letzten Jahren vermehrt im Zusammenhang mit der Tu-

morimmunologie untersucht (Protti et al. 2014).

Der Einfluss von CD4*-T-Zellen auf die Prognose von Tumorerkrankungen wird kontro-
vers diskutiert, da jeder Subpopulation eine andere Funktion zugeschrieben wird, durch
ihre unterschiedliche Zytokin-Ausschuttung. (Renner et al. 2010; Protti et al. 2014; Fang
et al. 2017)

1.9.2.3 CD8*-Lymphozyten

Zytotoxische T-Zellen (CTL) sind CD3*-CD8*-T-Zellen und differenzieren sich nach an-
tigenspezifischer Aktivierung. Sie sind in der Lage ihre, von Pathogenen befallenen, Ziel-
zellen zu zerstoren. Dies tun sie, indem sie durch Ausschuttung von Perforin die Lyse
einer Zelle herbeifiihren. Exprimieren Zellen auf ihrer Oberflache das Fas-Protein, kann
die CTL mittels eines Liganden an dieses Protein binden und die Apoptose der Zelle
auslosen. Damit sind CD8*-Lymphozyten an der Tumoriiberwachung beteiligt. Wird eine
Tumorzelle durch spezielle Antigene erkannt, induzieren CD8"-Lymphozyten die Abto-
tung der malignen Zellen. (Kaufmann 2009; Koénigshoff et al. 2018; Protti et al. 2014; Hof
und Schllter 2019)

Ihre Aktivierung erfolgt Gber CD4*-Lymphozyten: zusammen mit HLA-Klasse Il, Antigen
und IL-12 werden Twi-Zellen zur Produktion von IL-2 angeregt. IL-2 aktiviert wiederrum
mit dem HLA-Klasse-I-Molekil und gebundenen Antigen die CD8-T-Zellen zu zytotoxi-
schen T-Zellen. (Kaufmann 2009)
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Aufgebaut sind CD8-Molekiile als Heterodimere mit einer a- und einer B-Kette, mit je-
weils einer Ig-Doméane. Fur die Signallibertragung nach Kontakt mit Antigen und dem
HLA-Klasse-I-Molekul ist der zytoplasmatische Anteil der a-Kette verantwortlich und er-
folgt analog zu CD4. (Hof und Schliter 2019)

In der Literatur werden CD8"-T-Lymphozyten als prognostisch glinstige Marker fiir Tu-
morerkrankungen beschrieben und scheinen Einfluss auf die Immunantwort bei OSCC
zu haben. CTLs kommen sowohl im Tumorzentrum als auch an der Invasionsfront vor
(Galon et al. 2014; Fang et al. 2017; Protti et al. 2014; Fridman et al. 2012; Shimizu et
al. 2019; Motz und Coukos 2013).

1.9.2.4 Regulatorische T-Zellen und Forkhead-Box-Protein P3 (FOXP3)
Regulatorische T-Zellen (T.g) sind eine Subpopulation von CD4*-T-Zellen, welche als
charakteristischen Marker neben CD25 den Transkriptionsfaktor FOXP3 aufweisen
(CD4*-CD25"-FOXP3*-Lymphozyten) (Fridman et al. 2012). FOXP3 wird auf dem X-
Chromosom codiert und ist unerlasslich fur die Entwicklung und Funktion der regulatori-
schen T-Zellen (Liu et al. 2016).

Tregs kONNen die (antitumorale) Immunantwort unterdriicken, indem sie immunsupressive
Zytokine wie IL-10 ausschitten und immunstimulierende Zytokine wie INF-y hemmen
(Renner et al. 2010; Liu et al. 2016; Fridman et al. 2012; Fleischer 2010; Zou und Restifo
2010). Sie differenzieren unter dem Einfluss von TGF-$ und schitten diesen ebenfalls
aus (Hof und Schliter 2019; Protti et al. 2014). Es wird vermutet, dass T.gs die Reich-
weite, Bestandigkeit und Qualitat der Immunantwort durch eine negative Regulation pa-
thologischer und physiologischer Immunreaktionen beeinflussen. Kommt es zu einer
Ubermaligen Aktivitat von regulatorischen T-Zellen kénnen Immunschwache, chroni-
sche Infektionen und die Entstehung von Krebs geférdert werden. Eine verringerte Akti-
vitat wird mit Autoimmunreaktionen in Zusammenhang gebracht. (Renner et al. 2010;
Hof und Schliter 2019; Liu et al. 2016)

In der Literatur wird FoxP3 als prognostischer Marker fur Tumorerkrankungen beschrie-
ben. Der Einfluss auf die Prognose wird kontrovers diskutiert und scheint abhangig von
der Art des Tumors zu sein. (Galon et al. 2014; Gentles et al. 2015; Protti et al. 2014)

1.9.2.5 Tui7-Zellen und Interleukin-17A (IL-17A)

Interleukine sind von Leukozyten produzierte Mediatoren (Fleischer 2010). Interleukin-
17A wird von Twi7-Zellen (CD4*-IL-17A*-T-Zellen) exprimiert und dient damit als Marker
fur diese Zellart (lwakura et al. 2008). IL-17A gehdrt neben 5 weiteren Interleukinen (IL-
17B-F) zur IL-17-Familie und ist an einer Vielzahl von Immunsteuerungsprozessen be-
teiligt (Iwakura et al. 2008; Aggarwal und Gurney 2002). Es fordert die Proliferation von

T-Zellen, induziert unter anderem die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen
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und Chemokinen (wie IL-6) und fordert vor allem die neutrophile Entziindung. Thi7-Zellen
sind seit einigen Jahren als eigenstandige Untergruppe der Helferzellen bekannt und
neben Entziindungsprozessen an der Infektabwehr extrazellularer Pathogene und Auto-
immunerkrankungen beteiligt. Sie machen ca. 0,1-0,5% der zirkulierenden CD4*-T-Zel-
len aus. (lwakura et al. 2008; Kaufmann 2009; Wang et al. 2009; Zou und Restifo 2010;
Lakshmi Narendra et al. 2013)

IL-17A steht im Zusammenhang mit schlechtem Uberleben bei Patienten mit anderen
Krebsarten (z.B. Eierstock- oder Lungenkrebs). Die Untersuchungen von OSCC auf
diese TIL-Subgruppe riickt daher zunehmend in den Fokus der Tumorforschung, um den

Zusammenhang besser zu verstehen. (Li et al. 2015)

In Studien wurde gezeigt, dass Tui7-Zellen vermehrt im Tumorgewebe vorkommen, so-
dass davon ausgegangen wird, dass dieser Zelltyp in die TME rekrutiert werden kann.
In der Regel sind sie in einer niedrigeren Anzahl als andere T-Zell-Subtypen im Tumor-
gewebe vorhanden. Die Rolle von Thi7-Zellen und IL-17A im Rahmen der Tumorimmu-
nologie wird kontrovers diskutiert. Innen wird zum einen eine mogliche indirekte antitu-
morale Aktivitat zugesprochen, zum Beispiel indem Txi7-Zellen den Transport von Effek-
tor-T-Zellen in die TME fordern. Zudem unterdriickt die Expression von IL-17 die Tumor-

progression bei Mausen. (Zou und Restifo 2010)

Zum anderen wirkt IL-17A auf Endothel-, Stroma- und Tumorzellen und kénnten das
Tumorwachstum durch IL-6-Induktion férdern. Die jeweilige Funktion scheint stark von
der Krebsart abhangig zu sein. (Zou und Restifo 2010; Wang et al. 2009; Protti et al.
2014)
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2 Zielsetzung

Da das orale Plattenepithelkarzinom noch immer mit einer hohen Mortalitatsrate einher-
geht, riicken neue Behandlungsansatze, wie zum Beispiel die Immuntherapie, vermehrt
in den Fokus. Ein besseres Verstandnis des immunologischen Tumormikromilieus beim
oralen Plattenepithelkarzinom ist maf3geblich, um eine individuelle Therapie fir den Pa-
tienten entwickeln zu kdnnen. Eine friihe Diagnosestellung, sowie eine auf den Patienten
abgestimmte Therapie ist fUr die Prognose entscheidend. Mit Hilfe der Auswertung der
Kohorte soll analysiert werden, ob es Zusammenhange zwischen der Zusammenset-

zung des Milieus und vorhersagbaren Prognoseparametern gibt. Ziel dieser Arbeit ist es

- die Zusammensetzung und klinische Auswirkungen des immunologischen Tu-
mormikromilieus zu analysieren

- Prognoseparameter aus den Ergebnissen abzuleiten

- einen Beitrag zu verbesserten Therapieansatzen, bzw. der gezielten Immunthe-
rapie bei Patienten mit oralem Plattenepithelkarzinom zu leisten

- die Lebensqualitdt und -dauer der Patienten mdglicherweise zu verbessern
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3 Material und Methoden

3.1 Studienpatienten und klinisch-pathologische Daten
Fir die vorliegende Arbeit wurden Gewebeproben von 66 Patienten mit einem oralen
Plattenepithelkarzinom untersucht. Die Therapie erfolgte, mittels einer chirurgischen Re-
sektion des Primartumors, zwischen 2008 und 2012 am Klinikum Rechts der Isar der
Technischen Universitat Minchen, Deutschland. Die Behandlung folgte dabei, wie be-
reits beschrieben, der deutschen Leitlinie fir OSCC (Wolff et al. 2021).

Es galten folgende Aufnahmekriterien:

1. Bei Diagnosestellung durften keine Fernmetastasen vorliegen (cMO)
2. Es musste sich um einen therapienaiven Tumor handeln, d.h. es wurde keine
neoadjuvante Therapie durchgeflhrt

3. Vollstandiger Zugang zu demographischen und klinischen Follow-up Daten

Es wurde ausschlieBlich primares, therapienaives Tumormaterial analysiert. Gewebe-
proben aus Lymphknoten- oder Fernmetasten, sowie Rezidiven fanden keine Verwen-
dung. Die Analysen erfolgten an formalin-fixiertem, paraffin-eingebettetem Gewebe
(FFPE) der Resektionspraparate, die aus dem Archiv des Institutes fur Pathologie der

TU Mdnchen im Rahmen der Routinediagnostik enthommen wurden.

Die retrospektive Studie erhielt die Genehmigung von der Ethikkommission der Techni-

schen Universitat Minchen (Referenznummer 296/17).

Bei der Kohorte handelte es sich um 42 (=63,6%) mannliche (m) und 24 (=36,4%) weib-
liche (w) Patienten. Das Medianalter der Diagnose lag bei 62 Jahren; der jliingste Patient

war zu diesem Zeitpunkt 45 und der Alteste 87 Jahre alt.

23 Patienten (34,8%) erlitten ein Lokal-, Nodal-, und/oder Fernrezidiv wahrend der Nach-
sorgezeit. 28 (42,4%) Patienten verstarben, wovon 21 (31,8%) Patienten ihrer Krebser-
krankung erlagen. Im Durchschnitt betrug die Nachsorgezeit der noch lebenden Patien-
ten 48 Monate, die Variationsbreite lag dabei zwischen 6-97 Monaten. Die durchschnitt-
liche Nachsorgezeit fir die verstorbenen Patienten lag bei 19 Monaten (Variationsbreite
2-90 Monate).

Zunachst wurde das FFPE-Material der Resektionspraparate reevaluiert und das histo-
logische Grading (G1, G2, G3) nach der Klassifikation der World Health Organization
(WHO) fur Tumoren im Kopf- und Halsbereich aus dem Jahr 2017 vorgenommen (El-
Naggar et al. 2017). Die Einteilung erfolgte in nicht-verhornte, verhornte und basaloide

Histotypen. Des Weiteren wurde die perineurale Invasion (Pn1), sowie die Lymphangio-

24



Material und Methoden

invasion (L1) als an- bzw. abwesend beurteilt. Das Staging wurde nach der TNM Klas-
sifikation maligner Tumoren (7. Ausgabe) der Union internationale contre le cancer
(UICC) durchgefihrt (Wittekind 2010). Patienten mit fortgeschrittenen UICC-Stadien
(M/1Vap) dominierten die Gruppe (42/66; 63,6%).

Eine detaillierte Darstellung der klinisch-pathologischen Parameter findet sich in Tabelle
3.

Diagnosealter Median: 62 (45-87) Falle Prozentsatz
66 100%
Geschlecht w 24 36,4%
m 42 63,6%
pT 1 24 36,4%
2 19 28,8%
3 4 6,1%
4alb 19 28,8%
pN 0 33 50,0%
1 10 15,2%
2alblc 23 34,8%
uicc I 17 25,8%
I 7 10,6%
I 8 12,1%
v 34 51,5%
Grading G1 7 10,6%
G2 42 63,6%
G3 17 25,8%
Pn1 ja 21 31,8%
nein 45 68,2%
L1 ja 11 16,7%
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nein 55 83,3%
Rezidiv kein Rezidiv 43 65,2%

mit Rezidiv 23 34,8%

lokal 15 22.7%

nodal 9 13,6%

Fern 5 7,6%
Uberlebenssta- lebend 38 57,6%
tus .

verstorben (tumorabhangig) | 21 31,8%

verstorben (tumor-unabhan- | 3 4,5%

gig)

verstorben (unbekannt) 4 6,1%

Tabelle 3: Verteilung der klinisch- und histopathologischen Parameter

3.2 Technische Ausstattung und Materialien fur die immunhistoche-
mische Analysen

3.2.1 (Technische) Laborausstattung
BenchMark XT IHC/ISH Férbemodul, Ventana Medical Systems, Roche, Arizona, Uni-
ted States

XT ultraView Universal DAB, Ventana Medical Systems, Roche, Arizona, United States
LCS (Predilute), Ventana Medical Systems, Roche, Arizona, United States

BOND RXm, Leica Biosystems, Newcastle, United Kingdom

BOND Polymer Refine Detection, Leica Biosystems, Newcastle, United Kingdom

BOND Polymer Refine Red Detection, Leica Biosystems, Newcastle, United Kingdom
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3.2.2 Antikorper

3.2.2.1 Primdére Antikérper
Anti-HLA Class 1 ABC antibody (ab70328)

Hersteller: Abcam, Cambridge, United Kingdom
Clone: EMR8-5

Verdiinnung: 1:15.000

Anti-CD3 Rabbit Monoclonal Antibody
Hersteller: Cell Marque, Darmstadt, Germany
Clone: MRQ39

Verdiinnung: 1:500

Anti-CD4 antibody (ab67001)
Hersteller: Abcam, Cambridge, United Kingdom
Clone: 1F6

Verdiinnung: 1:50

Monoclonal Mouse Anti-Human CD8
Hersteller: DAKO, Glostrup, Denmark
Clone: C8/144B

Verdiinnung: 1:50

Anti-FOXP3 antibody (ab20034)
Hersteller: Abcam, Cambridge, United Kingdom
Clone: 236A/E7

Verdiinnung: 1:200
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Human IL17A Antibody
Hersteller: R&D Systems, Minneapolis, USA
Clone: AF-317-NA

Verdiinnung: 1:2000

3.2.2.2 Sekundire Antikdrper
Jeweils im XT ultraView Universal DAB, BOND Polymer Refine Detection und BOND

Polymer Refine Red Detection Kit enthalten.

3.3 Laborverfahren und Immunhistochemie
Die FFPE-Tumorproben der 66 Patienten mit OSCC aus dem Zeitraum 2008 bis 2012
stammen aus dem Archiv des Instituts fur Pathologie der TUM. Sie entstammen aus OP-

Praparaten und wurden im Rahmen der Routinediagnostik aufgearbeitet und archiviert.

Die Aufbereitung und Immunhistochemie der Proben erfolgten in der Einheit fur Verglei-
chende experimentelle Pathologie der Technischen Universitat Minchen (TUM) unter

der Leitung von Frau Dr. Katja Steiger.

3.3.1 TMA-Erstellung

Aus den Resektionspraparaten wurde ein reprasentativer tumor-tragender Block ausge-
wahlt auf dem Tumorzentrum und Invasionsfront enthalten waren. Es wurden, sofern
moglich, je zwei tumortragende Bereiche der Invasionsfront und zwei Areale aus dem
Tumorzentrum markiert und zu Tissue Microarrays (TMAs) (Beecher Instruments, Sun
Praierie, USA) zusammengefasst (Abbildung 1). Der Durchmesser der Stanzzylinder be-
trug 0,6 mm. Dabei werden eine Vielzahl von Patientenproben in einem FFPE-Block
zusammengestellt und kdnnen entsprechend auf einem Objekttrager abgebildet werden.
Dies ermdglicht eine effiziente Farbung und Analyse. Mit Hilfe eines Belegungsplanes

kann jeder Position das entsprechende Praparat zugeordnet werden.

In 61 Fallen war es méglich Tumorgewebe aus der Invasionsfront einzubringen und in
55 Fallen Gewebe aus dem Tumorzentrum. In 50 Fallen konnte sowohl Gewebe der
Invasionsfront als auch aus dem Tumorzentrum gewonnen werden. Limitierend war hier-

bei die GroRRe der Karzinome.
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i 0
Abbildung 1: Représentatives Beispiel eines TMAs (ohne Vergrél3erung)

3.3.2 Immunhistochemische Farbung

Far die Auswertung des Tumormikromilieus wurden immunhistochemische Farbungen
(IHC) an den TMAs der 66 Patienten durchgefiihrt. Die Farbungen wurden an 2 ym di-
cken Schnitten ausgefiihrt. Die IHC dient mithilfe von spezifischen Antikbrpern zum
Nachweis von Antigenen in Gewebe und Zellen. Ziel der Farbung war es CD3*-T-Zellen,
CD4"T-Helferzellen, CD8"-zytotoxische-T-Zellen, CD4*-FOXP3*-regulatorische-T-Zel-

len, sowie IL-17A"-Tni7-Zellen zu markieren und auswerten zu kénnen.

Der automatisierte Farbevorgang fir CD3, CD8 und HLA-Klasse | wurde gemall dem
Protokoll im BenchMark XT Farbemodul mittels des XT ultraView DAB Detection Kits
durchgefihrt. Entsprechende positive und negative immunhistochemische Farbekontrol-
len liefen fur jede Farbung der genannten IHC parallel um unspezifische/fehlerhafte Far-
bungen auszuschlielen. Zusatzlich erfolgte eine Isotyp-Kontrollfarbung gegen IgG1
(Maus IgG1 Isotyp-Kontrolle; Thermo Fisher; MA5-14453).

Fir die automatisierte Farbung erfolgte zunachst die Entparaffinierung in absteigender
Alkoholreihe, um das Paraffin im Gewebe durch Wasser zu ersetzen. Die anschlielende
Hitzevorbehandlung, sowie die Behandlung mit Citratpuffer bei 60°C diente der Demas-
kierung der Antigene. Die Blockade der endogenen Peroxidase zum Ausschluss falsch
positiver Ergebnisse erfolgte mittels 3% Wasserstoffperoxidldsung (H202). Im nachsten
Schritt wurde der jeweilige (primare) Antikorper fur CD3, CD8 und HLA-Klasse | aufge-
tragen und bei Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin erfolgte der Auftrag des Sekun-

darantikdrpers in Form des ultraView Universal HRP (Meerrettichperoxidase) Multimer,
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einer Mischung aus HRP-markierten Antikérpern, welche die zu untersuchenden Pri-
marantikorper lokalisierte. Des Weiteren wurde das DAB Chromogen, 0,04% H>05, so-
wie ein Kupfersulfat-enthaltender Cooper beigefligt, um den Komplex als braunes Pra-
zipitat erkennbar zu machen. Im Anschluss erfolgte die Gegenfarbung mit Hamatoxylin
und der Auftrag von LCS (liquid coverslip), einer vorverdinnten Eindecklésung, welche
als Barriere zwischen wassrigen Reagenzien und der Luft diente. Nach einer 8-minuti-
gen Inkubationszeit folgte die Kontrastfarbung mittels Blueing Reagent und der erneute
Auftrag von LCS, sowie eine 4-minitige Inkubationszeit bei Raumtemperatur. Zum Ent-
wassern durchliefen die Objekttrager dann eine aufsteigende Alkoholreihe und Xylol, um

im Anschluss eingedeckt werden zu konnen.

Die automatisierte Farbung fur CD4, FOXP3 und IL17A erfolgte analog zum zuvor be-
schriebenen Prozess im BOND RXm System, sowie mit einem BOND Polymer Refine

Detection Kit (Leica) gemafl dem jeweiligen Protokoll

Das Farbeprotokoll des BOND RXm System ist Tabelle 4 zu entnehmen.

Reagenz Temperatur | Inkubati-
onszeit
(Min)

Peroxidase Block (3-4% H20-) Umgebung | 5:00

Primarer Antikdrper Umgebung 15:00

Post Primary (Kaninchen-anti-Maus-1gG); gultig fir | Umgebung 8:00
CD4 und FOXP3

Rabbit anti Goat unkonjugiert; gultig fur IL17A Umgebung 30:00

Polymer (Anti-Kaninchen-Poly-HRP-IgG) Umgebung 8:00

DAB Part 1 (3-3'-Diaminobenzindintetrahydrochlo- | Umgebung 0:00
rid)

DAB Part B (<0,1% H205) Umgebung 10:00

Hematoxylin (<0,1% Hamatoxylin) Umgebung 5:00

Tabelle 4: Farbeprotokoll (BOND RXm System)

Ein Waschschritt mit geeignetem Waschpuffer erfolgte in allen Fallen nach jeder Inku-

bation, um Uberschissiges Material zu entfernen.
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Des Weiteren wurde eine serielle Doppelfarbung der TMAs von CD4 und FOXP3 vorge-
nommen, um eine Koexpression aufzuzeigen und somit regulatorische T-Zellen zu iden-
tifizieren. Daflr wurden das Bond RXm System (Leica) mit primaren Antikdrpern gegen
CD4, dem BOND Polymer Refine Detection Kit (Chromogen DAB; Leica), primare Anti-
korper gegen FOXP3, sowie das BOND Polymer Refine Detection Kit (Chromogen: Fast-

Red, Gegenfarbung: Hamatoxylin; Leica) genutzt.

Abbildung 2: Reprasentatlves Beispiel fiir eine geringe Inflltratlon ( Vergro/Serung Ilnks
4x, VergréBerung rechts 20x)
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Abbildung 3: Reprasentatlves Beispiel fiir eine starke Infiltration (Vergré3erung links:
4x, VergréBerung rechts: 20x)
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Abbildung 4: Représentatives Beispiel der Doppelfdrbung zur Identifizierung von Tregs

durch Koexpression (Vergrél3erung jeweils 20x)

3.4 Auswertung

Die Auswertung der gefarbten und eingescannten Praparate erfolgte mittels des Pro-
gramms Aperio ImageScope 12.3,

3.4.1 Quantifizierung und raumlich aufgeloste Auswertung der tumorinfilt-
rierenden Lymphozyten

Die Farbung fiir CD3, CD4, CD8 und IL-17A wurde als positiv (CD3", CD4"...) gewertet,

wenn eine Membranfarbung beliebiger Intensitat vorlag. Eine positive Farbung fir

FOXP3 war gegeben, wenn die Lymphozytenkerne angefarbt wurden. Ein positives Er-

gebnis lag bei Doppelfarbung der Lymphozyten mit rotkernigem FOXP3 und brauner

Membranfarbung von CD4 vor.

Andere Immunzellen, wie Granulozyten, Makrophagen und Plasmazellen, wurden bei
unspezifischer Farbung nicht berticksichtigt. Weiterhin wurden Granulozyten, welche IL-
17A exprimieren von der Auswertung ausgeschlossen. Die Unterscheidung der jeweili-
gen Immunzellpopulationen erfolgte hierbei auf Basis der Morphologie.

Die tumorinfiltrierenden Lymphozyten (CD3*, CD4", CD8*, FOXP3*, IL-17A") wurden je-
weils separat im Tumorzentrum und an der Invasionsfront analysiert. Tumorproben eines
Falles und Lokalisation (Tumorzentrum, Invasionsfront) wurden zunachst jeweils einzeln
analysiert und zu einem Mittelwert fiir die jeweilige Lokalisation zusammengefasst. Die
Auswertung erfolgte intraepithelial innerhalb der neoplastischen Plattenepithelverbande

und im Tumorstroma.
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Intraepithelial wurde die Tumorregion mit der héchsten Dichte der jeweiligen TIL-Unter-
gruppe mit geringer VergréfRerung (4x) ausgewahlt und die absolute Menge der TILs auf
100 Tumorzellen manuell in hoher VergréRerung (40x) bestimmt (CD3i, CD4i, CD8i,
FOXP3i, IL17Ai — in Anlehnung an Jesinghaus et al. (2017)).

Stromal wurde die Dichte von TILs Uber die prozentuale Bedeckung des Stromas der
jeweiligen TIL-Untergruppe bestimmt (CD3s, CD4s, CD8s, FOXP3s, IL17As — in Anleh-
nung an Buisseret et al.; Fehrenbacher et al. (2017; 2016)).

3.4.2 Einteilung in Wertungsgruppen

Darlber hinaus wurden die entsprechenden Absolut Werte der TIL-Untergruppen, sowie
die Verhaltnisse nach ihrem jeweiligen Perzentil eingeteilt. Es wurde das 33. und 66.
Perzentil jedes immunologischen Parameters bestimmt und 3 Untergruppen in Abhan-
gigkeit vom entsprechenden Perzentil vorgenommen: niedriges (< 33. Perzentil), mittle-
res (33.-66. Perzentil) und oberes (>66. Perzentil) Drittel. Des Weiteren gelten die Falle
des unteren Drittels als ,niedrig“ (z.B. CD4i®") und die Falle des mittleren, sowie oberen
Drittels als ,hoch* (z.B. CD4i"").

Die Berechnung der Verhaltnisse der TIL-Populationen zueinander wurden fur jede Tu-
morregion (Tumorzentrum/Invasionsfront) in absoluten Zahlen wie folgt vorgenommen:
CD8:CD3; CD8:CD4; CD8:FOXP3; CD8:IL17A; FOXP3:CD3; FOXP3:CD4; FOXP3:
IL17A; CD4:CD3; CD4:IL17A. Die Einordnung in Wertungsgruppen erfolgte entspre-

chend des o.g. Vorgehens fiir die TIL-Populationen.

3.4.3 HLA-Klasse |

Eine positive HLA-Klasse | Farbung lag ausschlieRlich membranstandig vor. Fur die Aus-
wertung wurde ein modifizierter H-Score verwendet, welcher urspringlich fur Immunre-
aktionen von Ostrogen- und Progesteronrezeptoren bei Brustkrebs Verwendung findet
(Remmele und Stegner 1987). Die Auswertungen fur die Invasionsfront und das Tumor-
zentrum fanden jeweils separat statt. Es wurde ein zweistufiges Bewertungssystem ab-
hangig von der Farbungsintensitat (Sl) festgelegt: +1 fir eine schwache SI, 2+ flr eine
starke Sl. Zusatzlich wurde der Prozentsatz der positiven Tumorzellen (PC) angegeben
und die Ergebnisse von Sl und PC multipliziert. Aus diesem Wert ergab sich dann der
Immunreaktions-Wert (IRS) mit Werten zwischen 0 und 200. Auch hier erfolgte die Ein-
teilung analog dem Vorgehen der TIL-Populationen (s.0.) in die entsprechenden Wer-

tungsgruppen.
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3.5 Statistik
Fur die statistische Auswertung wurde das Programm SPSS 25 (SPSS Inc., Chicago, IL,

United States) fir Windows verwendet. Die Verteilung der qualitativen Daten zwischen
den Gruppen wurde mittels x>-Test oder exaktem Test nach Fisher ermittelt. Die Zusam-
menhange zwischen den kontinuierlichen Variablen wurden mit dem Korrelationskoeffi-
zienten nach Pearson analysiert. Die nichtparametrische Spearman-Rho-Korrelation
wurde fur die Variablen der Ordinalskala genutzt. Mit der Kaplan-Meier-Methode wurde
die Uberlebenswahrscheinlichkeit ermittelt und mittels des Log-Rank-Tests die Signifi-
kanz der unterschiedlichen Uberlebenswahrscheinlichkeiten geprift. Die multivariable
Uberlebenszeitanalyse wurde mit dem Cox Proportional-Hazards Modell ausgefiihrt. Alle
statistischen Tests wurden mit einem exploratorischen zweiseitigem Signifikanzniveau
von 5% durchgefhrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Tumorinfiltrierende Lymphozyten

41.1 Zusammensetzung der TIL-Populationen an der Invasionsfront (IF)

Die Quantifizierung der TILs an der Invasionsfront wurde intraepithelial und stromal se-
parat durchgefihrt. Folgende Ergebnisse wurden fir die intraepithelialen TILs (absolute
Anzahl der entsprechenden TIL / 100 neoplastischen Zellen) ermittelt: CD3* TILs (CD3i):
Spannweite 0-70/100, Median 11; CD4" TILs (CD4i): Spannweite 0-21/100, Median 5;
CD8" TILs (CD8i): Spannweite 0-60/100, Median 6; FOXP3* TILs (FOXP3i): Spannweite
0-20/100, Median 3 und IL-17A" TILs (IL-17Ai): Spannweite 0-22/100, Median 2. Tabelle

5 zeigt die oben genannten Werte.

TILs Spannweite Median
CD3* TILs (CD3i) 0-70/100 11
CD4" TiLs (CD4i) 0-21/100 5

CD8" TILs (CD8i) 0-60/100 6
FOXP3* TILs (FoxP3i) 0-20/100 3
IL-17A" TILs (IL-17Ai) 0-22/100 2

Tabelle 5: Zusammensetzung intraepithelialer TILs an der IF

Bezogen auf die Dichte der TILs, welche das Stroma innerhalb der Invasionsfront bede-
cken, konnten folgende Werte bestimmt werden: CD3" TILs (CD3s): Spannweite 0,5-
80,0%, Median 30,0%; CD4" TILs (CD4s): Spannweite 0,0-80,0%, Median 15,0%; CD8"
TILs (CD8s): Spannweite 0,5-65,0%, Median 11,0%; FOXP3" TILs (FOXP3s): Spann-
weite 0,5-45,0%, Median 10,0% und IL-17A" TILs (IL17As): Spannweite 0,0-25,0%, Me-

dian 2,0%. Die Ergebnisse sind in Tabelle 6 zusammenfasst.

TILs Spannweite Median
CD3" TILs (CD3s) 0,5-80,0% 30,0%
CD4" TILs (CD4s) 0,0-80,0% 15,0%
CD8" TILs (CD8s) 0,5-65,0% 11,0%
FOXP3* TILs (FoxP3s) 0,5-45,0% 10,0%
IL-17A" TILs (IL-17As) 0,0-25,0% 2,0%

Tabelle 6: Zusammensetzung der Infiltrationsdichte stromaler TILs an der IF

4.1.2 Zusammensetzung der TIL-Populationen im der Tumorzentrum (TZe)

Die Quantifizierung der TILs im Tumorzentrum erfolgte analog zur IF. Die Ergebnisse
bezogen auf das Epithel waren dabei wie folgt: CD3" (TILs) CD3i: Spannweite 0-70/100,
Median 12; CD4" TILs (CD4i): Spannweite 0-33/100, Median 5; CD8" TILs (CD8i):

35



Ergebnisse

Spannweite 0-60/100, Median 7; FOXP3" TILs (FOXP3i): Spannweite 0-30/100, Median
4 und IL-17A" TILs (IL-17Ai): Spannweite 0-42/100, Median 2. Tabelle 7 zeigt die oben

genannten Werte.

TILs Spannweite Median
CD3* TILs (CD3i) 0-70/100 12
CD4" TiLs (CD4i) 0-33/100 5

CD8" TILs (CD8i) 0-60/100 7
FOXP3* TILs (FoxP3i) 0-30/100 4
IL-17A" TILs (IL-17Ai) 0-42/100 2

Tabelle 7: Zusammensetzung intraepithelialer TILs im TZe

Die Auswertung der Dichte der TILs innerhalb des Stromas ergab folgende Ergebnisse:
CD3" TILs (CD3s): Spannweite 0,5-80,0%, Median 30,0%; CD4" TILs (CD4s): Spann-
weite 1,0-50,0%, Median 10,0%; CD8" TILs (CD8s): Spannweite 0,0-70,0%, Median
10,0%; FOXP3" TILs (FOXP3s): Spannweite 0,5-40,0%, Median 8,0% und IL-17A" TILs
(IL-17As): Spannweite 0,0-40,0%, Median 1,0%. Die genannten Werte sind in Tabelle 8

zusammenfasst.

TiLs Range Median
CD3" TILs (CD3s) 0,5-80,0% 30,0%
CD4" TILs (CD4s) 1,0-50,0% 10,0%
CD8" TILs (CD8s) 0,0-70,0% 10,0%
FOXP3* TILs (FoxP3s) 0,5-40,0% 8,0%
IL-17A" TILs (IL-17As) 0,0-40,0% 1,0%

Tabelle 8: Zusammensetzung der Infiltrationsdichte stromaler TIL im TZe

4.1.3 Wertungsgruppen
Wie in Material und Methoden beschrieben, wurden die absoluten Ergebnisse in Wer-
tungsgruppen (,low“ versus ,high“) unterteilt. Die Kategorisierung erfolgte separat fir das

Epithel und das Stroma.

Bezogen auf das Epithel lag die Verteilung der CD3i* TILs an der Invasionsfront in 19/62
Fallen (30,6%) im niedrigen und in 43/62 Fallen (69,4%) im hohen Wertungsbereich. Im
Tumorzentrum lagen 20/57 Falle (35,1%) im unteren Drittel und 37/57 Falle (64,9%) im
mittleren und oberen Drittel. Die Auswertung der CD4i* TILs an der IF ergab, dass 14/60
Falle (23,3%) zur niedrigen Wertungsgruppen zahlten und 46/60 Falle (76,7%) zur ho-
hen Wertungsgruppe. Innerhalb des Tumorzentrums lag die Verteilung bei 14/52 Fallen
(26,9%) im niedrigen Drittel und 38/52 Falle (73,1%) innerhalb der oberen beiden Drittel.
Bezogen auf die CD8i* TILs zahlten 25/62 Falle (40,3%) an der IF zum niedrigen, und
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37/62 Falle (59,7%) zum hohen Wertungsbereich. Im Tumorzentrum lag die Verteilung
bei 17/57 Fallen (29,8%) im unteren Drittel und in 40/57 Fallen (70,2%) im mittleren und
oberen Drittel. Bezogen auf die FOXP3i* TILs der IF lieRen sich 16/62 Falle (25,8%) in
die niedrige und 46/62 Falle (74,2%) in die hohe Wertungsgruppe einordnen. Im Tumor-
zentrum waren 10/57 Falle (17,5%) dem unteren Drittel und 47/57 Falle (82,5%) dem
mittleren und oberen Drittel zuzuordnen. Die Auswertung der IL-17Ai* TILs ergab fir die
Invasionsfront, dass 21/60 Falle (35,0%) im niedrigen Bereich und 39/60 Falle (65,0%)
im hohen Wertungsbereich lagen. Im TZe fielen 25/52 Falle (48,1%) in die niedrige und
27/52 Falle (51,9%) in die hohe Wertungsgruppe.

Stromal lag an der IF in 22/62 Fallen (35,5%) eine geringe Dichte von CD3s™ TILs vor,
in 40/62 Fallen (64,5%) konnte eine hohe Dichte dieser TILs ermittelt werden. Im Tumor-
zentrum lagen 15/57 Falle (26,3%) im unteren Drittel, sowie 42/57 Falle (73,7%) im mitt-
leren und oberen Drittel. Bezogen auf die CD4s™ TILs der IF war das Stroma in 14/60
Fallen (23,3%) mit einer geringen Dichte der TIL-Untergruppe bedeckt, 46/60 Falle
(76,7%) wiesen eine hohe Dichte auf. Im Tumorzentrum fielen 13/51 Falle (25,5%) in die
niedrige Wertungsgruppe und 39/51 Falle (74,5%) in die hohe Wertungsgruppe. In 23/62
Fallen (37,1%) lag eine geringe Dichte von CD8s" TILs an der IF vor und in 39/62 Fallen
(62,9%) eine hohe Dichte. Bezogen auf das TZe fielen 17/57 Falle (29,8%) in die niedrige
Wertungsgruppe und 40/57 Falle (70,2%) in die hohe Wertungsgruppe. FOXP3s™ TILs
bedeckten an der IF in 13/62 Fallen (21,0%) das Stroma mit niedriger und in 49/62 Fallen
(79,0%) mit hoher Dichte. Innerhalb des Tumorzentrums lag die Verteilung in 17/57 Fal-
len (29,8%) im niedrigen und in 40/57 Fallen (70,2%) im hohen Wertungsbereich. IL-
17As™ TILs wurden in 26/58 Fallen (44,8%) mit einer geringen stromalen Dichte aufge-
funden, bei 32/58 Fallen (55,2%) lag eine hohe Dichte vor. Im Tumorzentrum lagen 27/52
Falle (51,9%) im unteren Drittel und 25/52 Falle (48,1%) im mittleren und oberen Drittel.

Ubersichten der Verteilung der Gruppen CD3i"@"/CD3i®", CD4i"9"/CD4i%, CDS8i-
high/CD8jov, FOXP3iM"/FOXP3i"°", IL-17Ai"M/IL-17AiY, CD3s"9"/CD3s"Y,
CD4s"9"/CD4s*, CD8s"9"/CD8s"", FOXP3s"9"/FOXP3s"", IL-17As"/IL-17As"" je-

weils bezogen auf die Invasionsfront bzw. das Tumorzentrum sind in Tabelle 9 und 10

dargestellt.
TiLs IF/ITZe | Gesamt | Low Low High High
(TIL™) | (%) (TIL"S") | (%)
CD3i* TiLs IF 62 19 30,6 43 69,4
TZe 57 20 35,1 37 64,9
CD4i* TiLs IF 60 14 23,3 46 76,7
TZe 52 14 26,9 38 731
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CDS8i* TILs IF 62 25 40,3 37 59,7
TZe 57 17 29,8 40 70,2
FOXP3i*TILs | IF 62 16 25,8 46 74,2
TZe 57 10 17,5 47 82,5
IL-17Ai* TILs | IF 60 21 35,0 39 65,0
TZe 52 25 48,1 27 51,9

Tabelle 9: Wertungsgruppen Epithel

TiLs IF/ITZe | Gesamt | Low Low High High
(TIL™Y) | (%) (TILM) | (%)

CD3s" TlLs IF 62 22 35,5 40 64,5
TZe 57 15 26,3 42 73,7

CD4s™ TlLs IF 60 14 23,3 46 76,7
TZe 51 13 25,5 38 74,5

CD8s" TlLs IF 62 23 37,1 39 62,9
TZe 57 17 29,8 40 70,2

FOXP3s* TILs | IF 62 13 21,0 49 79,0
TZe 57 17 29,8 40 70,2

IL-17As* TILs | IF 58 26 44,8 32 55,2
TZe 52 27 51,9 25 48,1

Tabelle 10: Wertungsgruppen Stroma

4.1.4 HLA-Klasse-l-Expression (ABC) in OSCC

Die Expression von HLA-Klasse | war, bezogen auf die Invasionsfront, in 17/62 Fallen
(27,4%) gering und in 45/62 Fallen (62,6%) stark. Innerhalb des Tumorzentrums lag eine
geringe HLA-Klasse-I-Expression in 17/57 Fallen (29,8%) und eine starke Expression in
40/57 Fallen (70,2%) vor.

4.1.5 Verhaltnisse der TIL-Untergruppen

AnschlieRend wurde die Infiltrationsdichte der jeweiligen TIL Populationen zueinander
ins Verhaltnis gesetzt und jeweils fir die IF und das TZe wie folgt berechnet: CD8i:CD3i;
CD8s:CD3s; CDS8i:CD4i; CD8s:CD4s; CD8i:FOXP3i; CD8s:FOXP3s; CDS8i:lL-17A:;
CDS8s:IL-17As; FOXP3i:CD3i; FOXP3s:CD3s; FOXP3i:CD4i; FOXP3s:CD4s;
FOXP3i:IL-17Ai; FOXP3s:IL-17As; CD4i:CD3i; CD4s:CD3s; CD4i:IL-17Ai; CD4s:IL-
17As.
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Die absoluten Werte und resultierende Wertungsgruppen (high/low) sind in Tabelle 11

dargestellt.
Untergruppen | IF/ TIL Verhéltnisse (Absolutwerte) | Wertungsgruppen (TIL
(TILs) TZe Verhiltnisse)
Median | Minimum | Maximum | Low | Low | High | High
(n) (%) | (n) | (%)
CD8i:CD3i IF 0,57 0,00 1,50 20 32,8 | 41 67,2
TZe 0,57 0,00 3,00 18 32,7 | 37 67,3
CD8s:CD3s IF 0,54 0,02 5,00 19 30,6 | 43 69,4
TZe 0,47 0,00 5,00 17 29,8 | 40 70,2
CD8i:CD4i IF 1,33 0,00 30,00 21 35,6 | 38 64,4
TZe 1,40 0,00 50,00 17 32,7 | 35 67,3
CD8s:CD4s IF 1,00 0,02 35,00 22 37,3 | 37 62,7
TZe 1,00 0,00 40,00 17 32,7 | 35 67,3
CD8i:FOXP3i | IF 1,50 0,00 17,50 21 36,2 | 37 63,8
TZe 1,45 0,00 18,00 18 38,3 | 29 61,7
CD8s:FOXP3s | IF 1,06 0,04 25,00 20 32,3 | 42 67,7
TZe 1,00 0,00 80,00 20 35,1 | 37 64,9
CD8i:IL-17Ai IF 2,83 0,00 60,00 18 32,1 | 38 67,9
TZe 4,00 0,00 50,00 15 31,9 | 32 68,1
CD8s:IL-17As | IF 4,75 0,05 65,00 19 32,8 | 39 67,2
TZe 4,00 0,00 65,00 21 40,4 | 31 59,6
FOXP3i:CD3i | IF 0,29 0,00 2,50 19 31,1 | 42 68,9
TZe 0,27 0,00 1,50 18 32,1 | 38 67,9
FOXP3s:CD3s | IF 0,33 0,02 5,00 20 32,3 | 42 67,7
TZe 0,40 0,01 7,00 21 36,8 | 36 63,2
FOXP3i:CD4i | IF 0,60 0,00 15,00 17 32,1 | 36 67,9
TZe 0,85 0,00 20,00 23 39,0 | 36 61,0
FOXP3s:CD4s | IF 0,80 0,03 25,00 19 32,2 | 40 67,8
TZe 1,00 0,03 22,00 21 41,2 | 30 58,8
FOXP3i:IL- IF 1,50 0,00 10,00 25 446 | 31 55,4
17Ai TZe 2,00 0,00 30,00 16 33,3 | 32 66,7
FOXP3s:IL- IF 3,67 0,10 25,00 19 32,8 | 39 67,2
17As TZe 3,00 0,03 30,00 17 33,3 | 34 66,7
CD4i:CD3i IF 0,33 0,03 4,00 19 32,2 | 40 67,8
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TZe 0,36 0,00 4,00 21 42,0 | 29 58,0
CD4s:CD3s IF 0,50 0,00 6,00 19 31,7 | 41 68,3
TZe 0,40 0,03 5,00 18 35,3 | 33 64,7
CDA4i:IL-17Ai IF 2,00 0,17 21,00 25 44,6 | 31 55,4
TZe 2,25 0,00 23,00 15 32,6 | 31 67,4
CD4s:IL-17As | IF 4,00 0,00 40,00 19 32,8 | 39 67,2
TZe 4,00 0,13 25,00 18 36,0 | 32 64,0

Tabelle 11: Verhéltnisse der TIL-Subgruppen und resultierende Wertungsgruppen fiir IF
und TZe

4.2 Korrelation der immunologischen Parameter miteinander

Die immunologischen Parameter wurden jeweils fir die Invasionsfront und das Tumor-

zentrum miteinander korreliert.

An der Invasionsfront korrelierte eine geringe HLA-Klasse-I-Expression signifikant mit
einer geringen Anzahl an intraepithelialem CD3 (p=0,022), CD8 (p=0,023), FOXP3
(p=0,003), sowie einer geringen Dichte von stromalen CD4-TILs (p=0,024). Die Dichte

der Ubrigen TlLs war unabhangig von der HLA-Klasse-I-Expression.

Positive Korrelationen waren fir die TIL-Subgruppen untereinander festzustellen. So war
an der IF eine geringe Dichte an CD3i mit einer geringen Dichte von CD3s (p=0,002),
CD4i (p=0,041), CD4s (p=0,006), CD8i (p<0,001), CD8s (p=0,007), FOXP3i (p=0,012),
FOXP3s (p=0,046), IL-17Ai (p=0,002) und IL-17As (0,004) assoziiert. CD3s wurde posi-
tiv. mit CD4i (p<0,001), CD4s (p<0,001), CD8s (p=0,007), FOXP3i (p=0,010) und
FOXP3s (p=0,031) korreliert. Des Weiteren wurde ein signifikanter Zusammenhang zwi-
schen CD4i und CD4s (p<0,001), CD8s (p=0,014) und FOXP3i (p=0,001) beobachtet.
Eine geringe Dichte von CD4s hatte zudem eine geringe Dichte von CD3s (p=0,034),
CD4i (p=0,014), FOXP3i (p=0,001) sowie IL-17As (p=0,021) zur Folge. CD8i zeigte ei-
nen signifikanten positiven Zusammenhang mit FOXP3i (p=0,10), ebenso wie CD8s mit
FOXP3i (p=0,003) und IL-17As (p=0,011). FOXP3i (p<0,001), FOXP3s (p=0,003) und
IL-17As (p=0,005) wurden jeweils positiv mit IL-17Ai korreliert. Zwischen den Ubrigen

TIL-Subgruppen konnten keine signifikanten Zusammenhange beobachten werden.

Die oben genannten und alle weiteren Ergebnisse sind ausfuhrlich im Anhang darge-

stellt. Signifikante Ergebnisse sind kursiv und fett markiert.
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Annliche Ergebnisse zur Invasionsfront lieRen sich im Tumorzentrum feststellen: So war
die hohe HLA-Klasse-I-Expression hier signifikant mit einer hohen Dichte von in-
traepithelialem CD3 (p=0,002), CD8 (p<0,001) und IL-17A (p=0,004), sowie stromalem
CD8 (p=0,025) verknupft.

Ebenfalls waren die TIL-Subgruppen im Tumorzentrum dicht miteinander verwoben: Fir
CD3i zeigte sich eine positive Korrelation mit CD3s (p=0,005), CD4s (p=0,043), CD8i
(p<0,001), CD8s (p<0,001), FOXP3i (p=0,024), IL-17Ai (p=0,048) und IL-17As
(p=0,007). Eine geringe Dichte von CD3s war signifikant mit einer geringen Dichte von
CD4s (p=0,001), CD8i (p=0,005), CD8s (p<0,001) und FOXP3s (p=0,001) assoziiert.
Gleiches konnte flir CD4i im Zusammenhang mit CD4s (p=0,001), CD8i (p=0,005), CD8s
(p<0,001) sowie FOXP3s (p=0,001) festgestellt werden. Eine geringe Anzahl von stro-
malen CD4-TILs hatte eine geringe Anzahl von stromalen CD8- (p=0,013) und FOXP3-
TILs (p=0,006) zur Folge. Beztglich CD8i wurde eine signifikante Wechselbeziehung mit
CD8s (p<0,001), FOXP3i (p=0,031) sowie IL-17Ai (p=0,001) beobachtet. CD8s wurde
signifikant mit FOXP3i (p=0,005), FOXP3s (p=0,025) und IL-17As (p=0,019) korreliert.
Eine geringe Dichte von stromalem IL-17A konnte mit einer geringen Dichte von IL-17A
(p=0,031) in Zusammenhang gebracht werden. Zwischen den tbrigen TIL-Subgruppen

wurden keine signifikanten Zusammenhange beobachten.

Die oben genannten und alle weiteren Ergebnisse sind ausfuhrlich im Anhang darge-

stellt. Kursiv und fett markierte Tabellen stellen signifikante Ergebnisse dar.

4.3 Immunologische Parameter in Korrelation mit klinikpathologi-

schen und histopathologischen Daten

Die immunologischen Parameter wurden mit den klinischen- und histopathologischen
Daten korreliert, welche das mediane Alter, das Geschlecht, das pT- und pN-Stadium,
das UICC-Stadium, das Grading, die perineurale Invasion (Pn1) und die Lymphangiosis

(L1) umfassten. Die Invasionsfront und das Tumorzentrum wurden separat analysiert.

Zwischen dem medianen Alter der Kohorte, sowie dem Geschlecht konnte weder an der
IF, noch im TZe ein signifikanter Zusammenhang zu immunologischen Parametern fest-

high

gestellt werden. Patienten mit FOXP3i"" Karzinomen wiesen zum Diagnosezeitpunkt

ein geringeres pT-Stadium auf. Dies galt fur die Invasionsfront (p=0,021), als auch fir

high im Tumorzent-

das Tumorzentrum (p=0,004). Ebenso wurden Karzinome mit FOXP3s
rum mit einem geringerem pT-Status (p=0,018) bei Diagnose aufgefunden. Karzinome
der IF mit CD4i"9" wiesen ein signifikant geringeres pN- (p=0,027) und UICC-Stadium

(p=0,005) auf als Karzinome mit einer geringen Dichte an intraepithelialem CD4. OSCC
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mit CD3i"" zeigten im TZe (p=0,038) ein geringeres UICC-Stadium zum Diagnosezeit-
punkt als OSCC mit CD3i". Darlber hinaus waren OSCC mit einer geringen Dichte an
CD8i an der IF schlechter differenziert (p=0,041) als solche mit einer hohen Dichte von
CDS8i. Unabhéangig von der Lokalisation wurden bei OSCC mit FOXP3s"9" weniger Falle
mit Lymphgefainvasion (p=0,015 [IF]; p=0,002 [TZe]) beobachtet. Bei Patienten mit
CDS8i" (IF) wurde im Vergleich eine erhdhte perineurale Invasion (p=0,022) beobachtet.
Dariiber hinaus waren bei FOXP3s"%" (TZe) weniger Falle mit einer perineuralen Inva-
sion dokumentiert (p=0,041). Es wurden keine weiteren signifikanten Zusammenhange

zwischen den Parametern beobachtet.

Die oben genannten und alle weiteren Ergebnisse sind ausfihrlich im Anhang darge-

stellt. Signifikante Ergebnisse sind fett und kursiv markiert.

4.4 Verhaltnisse der TIL-Subgruppen in Korrelation mit klinikpatho-

logischen und histopathologischen Daten
Analog zu den einzelnen TIL-Subgruppen wurden die kalkulierten Verhaltnisse mit den
klinik- und histopathologischen Daten korreliert. Die Auswertung erfolgte ebenfalls sepa-

rat fir IF und TZe, sowie fir das Stroma und das Epithel.

Ein geringes pT-Stadium war mit einem hohen intraepithelialen Verhaltnis von FOXP3
zu CD3 (p=0,013), sowie FOXP3i:CD4i (P=0,047) und FOXP3i:IL-17Ai (p=0,004) an der
IF assoziiert. Gleiches liel sich flr das FOXP3i:IL-17Ai-Verhaltnis (IF) bezogen auf das
UICC-Stadium beobachten (p=0,007). Weniger Falle einer perineuralen Invasion waren
bei einem hohen Verhaltnis von CD8i zu CD4i an der IF verzeichnet (p=0,034). Eine
geringere Rate von positiver Lymphgefaflinvasion war an ein niedriges CD4i:IL17-Ai-
Verhaltnis (IF) (p=0,033) gekoppelt. Weitere signifikante Ergebnisse innerhalb des

Epithels an der IF konnten nicht ermittelt werden.

Ein niedriges stromales CD8:FOXP3-Verhaltnis (p=0,023) und CD8:IL-17A-Verhaltnis
(p=0,008) an der IF war signifikant mit dem mannlichen Geschlecht verknipft. Ein nied-
riges FOXP3s:CD4s-Verhaltnis (IF) war mit einem geringeren pT-Stadium (p=0,003) as-
soziiert. Ein hohes stromales CD8:CD4-Verhaltnis an der IF wiesen eine niedrigere An-
zahl an hohem pN-Stadium (p=0,019) und eine verringerte Pn1-Anzahl (p=0,034) auf.
Darlber hinaus wurden weniger Falle von perineuraler Invasion bei einem niedrigen
CD4s:IL-17As-Verhaltnis (IF) (p=0,034) beobachtet. Es wurden keine weiteren signifi-

kanten Ergebnisse an der Invasionsfront bezogen auf das Stroma festgestellt.

Bezogen auf das Epithel innerhalb des Tumorzentrums war ein niedriges Verhaltnis
von CD8:FOXP3 signifikant mit dem Alter unterhalb des Medians von 62 Jahren
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(p=0,036) verknlpft. Umgekehrt korrelierte ein hohes FOXP3:CD3-Verhaltnis mit ei-
nem niedrigeren Alter (p=0,047). Ein hohes intraepitheliales FOXP3:CD4-Verhaltnis
war mit einem geringeren pT- Stadium (p=0,005) assoziiert. Darliber hinaus war das
pN-Stadium niedriger bei hohem FOXP3i:CD3i- (p=0,033) und FOXP3i:CD4i-Verhaltnis
(p=0,034). Ein geringes UICC-Stadium war mit einem hohen Verhaltnis von FOXP3i zu
CD4i (p=0,015) assoziiert. Die L1-Rate war héher (p=0,022) bei einem hohen Verhalt-
nis von FOXP3 zu CD3 als bei einem niedrigen Verhaltnis. Weitere signifikante Ergeb-

nisse innerhalb des Epithels im TZe konnten nicht ermittelt werden.

Bei einem niedrigeren CD8s:IL-17As-Verhaltnis waren mehr Manner vom OSCC be-
troffen (p=0,017), pT- (p=0,014) und UICC-Stadium (p=0,020) waren bei niedrigem
Verhaltnis héher. Im Tumorzentrum war ein hohes stromales CD8:CD4-Verhaltnis an
ein niedrigeres pT- (p=0,007) und geringeres UICC-Stadium (p=0,026) geknupft. L1
trat bei hohem FOXP3s:CD3s- (p=0,028), FOXP3s:CD4s- (p=0,001), sowie
FOXP3s:IL-17As-Verhaltnis (p=0,001) seltener auf als bei niedrigen Verhaltnissen. Es
wurden keine weiteren signifikanten Ergebnisse im Tumorzentrum bezogen auf das
Stroma festgestellt. Eine detaillierte Darstellung aller Ergebnisse befindet sich im An-

hang.

4.5 Uberlebenszeit in Korrelation mit immunologischen Parametern
Mittels der Kaplan-Meier-Kurve und des Log-Rank-Tests wurden ermittelt, ob die analy-
sierten immunologischen Parameter einen signifikanten Einfluss auf die Prognose der
Patienten bezogen auf Gesamtiiberleben (OS), tumorspezifisches Uberleben (DSS) und
krankheitsfreies Uberleben (DFS) hatten.

Eine hohe Dichte an FOXP3 innerhalb des Stromas der Invasionsfront wurde signifikant
mit einer langeren Uberlebenszeit korreliert: mittleres Gesamtiiberleben (OS): 63,9 Mo-
nate (p=0,035), mittleres krankheitsspezifischnes Uberleben (DSS): 74,1 Monate
(p=0,012) und mittleres krankheitsfreies Uberleben (DFS): 71,4 Monate (p=0,005). Im
Gegensatz dazu betrug das mittlere OS bei einer geringen FOXP3s Dichte an der IF
28,9 Monate (DSS: 30,1 Monate, DFS: 28,9 Monate).

high innerhalb des Tu-

Die gunstige Prognose galt ebenfalls fur Karzinome mit FOXP3s
morzentrums. Hier lag das durchschnittliche OS bei 60,1 Monaten (p=0,023), DSS bei
68,3 Monaten (p=0,016), sowie DFS bei 65,4 Monaten (p=0,027). Im Vergleich war das
Uberleben bei Patienten mit FOXP3s"™" wie folgt: OS: 40,3 Monate, DSS: 46,8 Monate

und DFS: 46,1 Monate.

Mittels der multivarianten Cox-Regression wurde Uberprtft, ob die prognostische Signi-
fikanz unabhangig von weiteren moéglichen Einflussfaktoren (Alter, Geschlecht, pT- und

pN-Stadium, Grading) war. FOXP3s an der IF stellte einen signifikant unabhangigen
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Prognosefaktor beziglich des DSS (Hazard Ratio (HR): 2,8; p=0,046) und des DFS (HR:
3,1; p=0,021) dar. Im Tumorzentrum war FOXP3s unabhangig von den genannten Pa-
rametern bezogen auf das OS (HR: 2,8; p=0,049), das DSS (HR: 5,1; p=0,015) und das
DFS (HR: 3,7; p=0,035).

Es wurden keine weiteren signifikanten Korrelationen zwischen Uberlebenszeit und im-
munologischen Parametern beobachtet. Die oben genannten Ergebnisse, sowie alle

Weiteren, finden sich im Anhang.

Abbildungen 5-10 zeigen die jeweiligen Kaplan-Meier-Kurven (OS, DSS, DFS) der sig-

nifikanten Ergebnisse.

Uberlebensfunktionen

0,8

FOXP3s high Invasionsfront

0,6

0,4

FOXP3s low Invasionsfront

Gesamtiiberleben (OS)

0,2

0,0 p=0,035

,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00
Nachsorgezeit in Monaten

high

Abbildung 5: Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier - Gegeniiberstellung von FOXP3s
und FOXP3s™ an der IF bezogen auf das OS
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Abbildung 6: Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier - Gegeniiberstellung von FOXP3s
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Abbildung 8: Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier - Gegeniiberstellung von FOXP3s""
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Abbildung 10: Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier - Gegeniiberstellung von
FOXP3s"" und FOXP3s"" innerhalb des TZe bezogen auf das DFS

4.6 Uberlebenszeit in Korrelation mit den Verhiltnissen der TIL-Sub-

gruppen

Eine signifikant giinstige Prognose mit langeren Uberlebenszeiten konnte bei einem ho-
hen Verhaltnis von CD8s:CD4s, sowie FOXP3i:CD4i innerhalb des Tumorzentrums be-
obachtet werden. Bei hohem CD8s:CD4s-Verhaltnis stellten sich die Uberlebenszeiten
folgendermalen dar: Mittleres OS: 59,6 Monate (p=0,127), mittleres DSS: 70,1 Monate
(p=0,015), mittleres DFS: 65,4 Monate (p=0,069). Wiesen die Karzinome ein geringes
CD8s:CD4s-Verhaltnis auf, reduzierten sich die Uberlebenszeiten auf 47,6 Monate be-
zogen das OS (DSS: 47,6 Monate; DFS: 50,5 Monate). Die mittleren Uberlebenszeiten
bei Patienten mit FOXP3i:CD4i"9" betrugen fiir das OS 61 Monate (p=0,056), fiir das
DSS 70,6 Monate (p=0,022) und fur das DFS 67,0 Monate (0,025). Im Vergleich waren
die Uberlebenszeiten der Patienten mit Karzinomen mit einem niedrigen FOXP3i:CD4i-
Verhaltnis wie folgt: OS: 31,2 Monate, DSS: 32,7 Monate und DFS: 32,7 Monate.

Alter, Geschlecht, pT- und pN-Stadium, sowie Grading wurden in die multivariate statis-
tische Analyse mittels des Cox-Regressionsmodells einbezogen. Sie zeigte, dass das
CD8s:CD4s-Verhaltnis einen unabhangigen prognostischen Parameter fir oben ge-
nannte Zusammenhange darstellt bezogen auf das DSS (HR: 4,3; p=0,009) und das
DFS (HR: 3,4; p=0,013). Fir das FOXP3i:CD4i-Verhaltnis konnte keine Unabhangigkeit

zu den oben genannten Parametern festgestellt werden (p>0,5).
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Es wurden keine weiteren signifikanten Korrelationen zwischen Uberlebenszeit und den
Verhaltnissen der TILs beobachtet. Die signifikanten Ergebnisse, sowie alle Weiteren,
sind im Anhang dargestellt. Abbildungen 11 bis 16 zeigen die jeweiligen Kaplan-Meier-

Kurven der signifikanten Ergebnisse.
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Abbildung 11: Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier - Gegeniiberstellung von
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Abbildung 12: Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier - Gegeniiberstellung von
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Abbildung 13: Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier - Gegeniiberstellung von
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Abbildung 15: Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier - Gegeniiberstellung von
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5 Diskussion

Das OSCC ist nach wie vor mit einer relativ geringen Uberlebensrate assoziiert (Liu et
al. 2016; Ruiter et al. 2017). Bisher war es nicht moglich, validierte Biomarker zu ermit-
teln, die eine individuelle prognostische Aussage Uber die anstehenden Behandlungen
liefern (Ruiter et al. 2017). Die Therapieempfehlung basiert unter anderem auf dem
TNM-System, welches weder das TME, noch eine individuelle Prognose fur die Patien-
ten berlcksichtigt (Galon et al. 2014). Neben der konventionellen Therapie stellt die Im-
muntherapie einen weiteren Therapieansatz dar, welcher sich als valide Option etablie-
ren kénnte (Ruiter et al. 2017). Ob und wie die Immuntherapie bei Patienten anschlagt,
hangt dabei wesentlich vom TME ab (Spranger 2016). Dieses wird hauptsachlich durch
tumorinfiltrierende Lymphozyten gepragt. Zu den wichtigsten Untergruppen zahlen
CD3*-T-Zellen, CD4*-Helferzellen, CD8"-zytotoxische T-Zellen, sowie CD4*-FOXP3"-re-
gulatorische T-Zellen (Chen et al. 2018), sowie HLA-Klasse | (WalRmuth 2005). In der
Literatur wird ein Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein, der Verteilung und
Dichte von TILs, der Immunantwort auf Tumoren und damit auf die Prognose beschrie-
ben (Galon et al. 2016; Ruiter et al. 2017; Chen et al. 2018; Protti et al. 2014; Mlecnik et
al. 2011). Fur Darmkrebs hat sich der so genannte Immunoscore neben der TNM-Klas-
sifikation bereits etabliert, welcher einen tbergeordneten Rickschluss auf die Prognose
der Patienten, sowie auf individuelle Therapieoptionen bietet (Galon et al. 2016; Fridman
et al. 2012). Ziel vieler aktueller und dieser Studie ist es, fur OSCC ebenfalls einen vor-
hersagbaren Zusammenhang zwischen immunologischen Biomarkern und der Prog-
nose herstellen zu kénnen (Galon et al. 2016). Die Studienlage ist teilweise kontrovers

und soll durch die vorliegenden Ergebnisse erganzt werden.

5.1 Diskussion der Methodik

Die Gewebeproben der 66 Patienten lagen fur die Studie in Form von TMAs vor. Diese
haben den Vorteil, dass eine Vielzahl von Patientenproben auf einem Objekttrager vor-
liegen und zur gleichen Zeit standardisierten Tests unterzogen und analysiert werden
koénnen. Die Kosten fir diese Technik sind geringer und die Ergebnisse vergleichbar zu
groReren Gewebeproben (Milanes-Yearsley et al. 2002; Aktas 2004). In der vorliegen-
den Arbeit wurden, sofern mdglich, je zwei Stanzen von der Invasionsfront und dem Tu-
morzentrum gewonnen. Kritisch muss hier die Reprasentation fiur die Antigen-Expres-
sion bezogen auf den gesamten Tumor gesehen werden (Aktas 2004). Zudem konnten
nicht von jedem Praparat Proben aus der Invasionsfront und dem Tumorzentrum gewon-
nen werden. Eine groRere Patientengruppe kdnnte spezifischere Daten Giber das TME

liefern.
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Durch die Anwendung der Immunhistochemie kénnen Antigene mittels Antikorper in Ge-
weben nachgewiesen und damit bestimmte Zellarten markiert werden (Ulfig 2015). Die
IHC beachtet allerdings nicht die Spezifitat der Zellen. So wird zum Beispiel FOXP3 auch
von anderen Zellen als Tegs exprimiert (Protti et al. 2014; Fridman et al. 2012; Lakshmi
Narendra et al. 2013; Liu et al. 2016). Um die Fehlerquote zu minimieren, erfolgten Dop-
pelfarbungen fur die Identifikation von T.egs, wie in Kapitel 4.3 beschrieben. Zudem wurde

die Morphologie der untersuchten Zellen bertcksichtigt.

Die quantitative Auswertung erfolgte manuell und bezog sich auf eine exemplarische
Region von 100 Tumorzellen. Sie ist damit schwer reproduzierbar und bezieht nicht das
ganze Tumorgewebe mit ein. Die intratumorale Heterogenitat wird so nicht vollends be-
ricksichtigt (Chen et al. 2018). Mit Hilfe computergestutzter Programme kdnnte eine
schnellere, reproduzierbare Routineanalyse mit Ubereinstimmenden Ergebnissen durch-

geflhrt und gleichzeitig groRere Areale ausgewertet werden (Galon et al. 2014).

Eine Unterscheidung der Tumorregionen in Tumorzentrum und Invasionsfront verbes-
serte die Genauigkeit der Uberlebensvorhersage (Galon et al. 2014) und wurde daher in

der Auswertung berucksichtigt.

Trotz wachsender Studienanzahl wird der genaue Einfluss von TILs beim OSCC kontro-
vers diskutiert. Limitiert ist die aktuelle Studienlage vor allem durch unterschiedlichen
anatomischen Bezug, Studiengréf3e und -design und unterschiedliche Therapieansatze
(Chen et al. 2018; Ruiter et al. 2017).

Die Ergebnisse der vorliegenden retrospektiven Studie sollten durch gréf3ere und pros-

pektive Studien gesichert werden.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Korrelation der immunologischen Parameter
Die immunologischen Parameter wurden jeweils fir die Invasionsfront und das Tumor-

zentrum miteinander korreliert, um den Einfluss aufeinander darzustellen.

Voraussetzung flr die Induktion einer zytotoxischen Immunantwort durch CD8*-T-Lym-
phozyten ist die Antigenprasentation durch HLA-Klasse-I-Molekile. Therapeutisch kann
dieser Weg zur Immunintervention durch tumorspezifische, zytotoxische T-Lymphozyten
genutzt werden. Kommt es zu einem Expressionsverlust auf Tumorzellen, kann der Im-
munantwort entgangen werden. Die Analyse der HLA-Klasse-I-Expression konnte daher
bei der Entwicklung und Kontrolle der Immuntherapie hilfreich sein (Wal3muth 2005). In
der Literatur wird eine hohe HLA-Klasse-I-Expression mit hohem Zellinfiltrat von CD3"-

und CD8*-Lymphozyten beschrieben (Lechner et al. 2017). Diese Beobachtung konnte
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in der vorliegenden Arbeit ebenfalls gemacht werden, interessanterweise hauptsachlich

im Epithel.

Wie in der Literatur ebenfalls beschrieben, korrelierten CD4*-Lymphozyten positiv mit
FOXP3*-Lymphozyten und spiegeln damit die Tatsache wider, dass Trgs €ine CD4-Un-
tergruppe darstellen (Wolf et al. 2015).

Stromale und intraepitheliale CD8*-T-Zellen wurden im Tumorzentrum positiv miteinan-
der korreliert und stlitzen damit die These, dass CD8 sowohl im Epithel als auch im

Stroma vorkommt (Watanabe et al. 2010).

Positive Korrelationen zwischen stromaler und intraepithelialer FOXP3-Infiltration wur-
den, anders als von anderen Arbeitsgruppen belegt (Seminerio et al. 2019) nicht festge-
stellt. FOXP3*-Lymphozyten scheinen sich allerdings haufig im stromalen Kompartiment

anzuhaufen (Watanabe et al. 2010).

Twi7-Zellen unterliegen einer gewissen Plastizitat. Sie kdnnen sich in Tri-dhnliche Zellen
transdifferenzieren und damit antitumorale Wirkungen entfalten. Eine Differenzierung ist
allerdings auch in regulatorische T-Zellen mit eher immunsupressiven Funktionen mog-
lich. (Lakshmi Narendra et al. 2013; Wang et al. 2009) Daher wurden Twi7-Zellen im TME
unter anderem positiv mit CD8*-T-Zellen und negativ mit Tregs korreliert (Zou und Restifo
2010). In der hier untersuchten Kohorte waren die TIL-Subgruppen positiv miteinander

verknUpft.

5.2.2 Immunologische Parameter, sowie deren Verhaltnisse in Korrelation
mit klinikpathologischen und histopathologischen Daten
Die Expression von HLA-Klasse | zeigte keinen signifikanten Zusammenhang mit klinik-

oder histopathologischen Daten.

CD3*-Lymphozyten scheinen eine Rolle bei der Immunantwort bei Krebserkrankungen
zu spielen und kénnten damit als prognostischer Marker dienen (Galon et al. 2014). Be-
zogen auf die Studienkohorte konnte ein geringeres UICC-Stadium bei hoher CD3-Infilt-

ration beobachtet werden und untermauern damit diese Annahme.

Eine hohe Dichte von CD4i an der IF war mit geringerem pN- und UICC-Stadium asso-
Ziiert. Der Einfluss von CD4 wird in der Literatur kontrovers diskutiert. So wurde zum
Einen in einer Studie mit 93 Proben von PECAs der Zunge eine niedrige Anzahl von
CD4 mit einem héherem pT-Stadium in Zusammenhang gebracht (Chen et al. 2018).
Eine Beobachtung, die auch in der vorliegenden Arbeit festgestellt werden konnte, aller-
dings ohne Erreichen des Signifikanzniveaus. Ein niedriges Level an CD4*-Lymphozyten

ergab bei der Untersuchung von 39-OSCC Patienten eine verringerte Differenzierung
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der Karzinome (Wolf et al. 2015). Fang et al. (2017) konnten unter anderem keinen Ein-
fluss von CD4 auf die klinikpathologischen Daten herausarbeiten. Wie oben erwahnt, ist
die kontroverse Diskussion unter anderem mit unterschiedlichem Studiendesign zu er-
klaren. Chen et al. (2018) unterteilten die TIL-Subgruppen anhand des Medianwertes,
wahrend in der vorliegenden Arbeit das 33. und 66. Perzentil verwendet wurde. Zudem
wurden unterschiedliche anatomische Bezugspunkte gewahlt. Ebenso ist bei alleiniger
Farbung mit CD4 zu beachten, dass dadurch mehrere Subgruppen wie antitumorale Th1-
und protumorale Th2-Zellen markiert werden und somit je nach Gberwiegender Infiltration

kontroverse Aussagen getroffen werden kénnen (Ruiter et al. 2017; Protti et al. 2014).

CD8"-T-Zellen wurden bei OSCC, sowie weiteren Krebsarten, mit einer glinstigen Prog-
nose in Zusammenhang gebracht (Gentles et al. 2015; Galon et al. 2016; Ruiter et al.
2017) und haben eine wichtige Bedeutung bei der Uberwachung von Krebs durch das
Immunsystem (Lakshmi Narendra et al. 2013). Fur OSCC werden sie unter anderem als
unabhangiger Prognosefaktor beschrieben und wurden in hoher Anzahl mit negativem
Lymphstatus (Fang et al. 2017) und geringerem Tumorstadium korreliert (Chen et al.
2018). In unserer Kohorte konnte ein geringes pT- und pN-Stadium bei CD8"9" (ohne
Signifikanz) beobachtet werden. Ein signifikanter Zusammenhang konnte allerdings fur
ein hohes stromales CD8:CD4-Verhaltnis an der IF mit geringem pN-Stadium festgestellt

werden.

Der Einfluss von FOXP3, bzw. Tegs wird je nach Tumorart kontrovers diskutiert. Einige
Studien beschreiben einen negativen, gar keinen oder positiven Einfluss von FOXP3 auf
HNSCC bzw. OSCC (Chen et al. 2018; Zhang et al. 2019; Liu et al. 2016; Fridman et al.
2012; Bron et al. 2013; Lakshmi Narendra et al. 2013; Gentles et al. 2015; Hanakawa et
al. 2014).

In einer Studie war unter anderem die erhdhte FOXP3-Expression mit héherer Rezidiv-
rate, niedriges CD8/FOXP3-Verhaltnis mit geringerem Differenzierungsgrad und erhéh-
tem Tumorstadium (Zhang et al. 2019) assoziiert. Demgegenuber hatte FOXP3 sowohl
einzeln als auch im Verhaltnis zu anderen TILs in einigen Studien, wie auch in der hier
vorliegenden, einen positiven Einfluss. Unter anderem wurden keine Lymphknotenme-
tastasen (Bron et al. 2013) oder ein geringes pT-Stadium (Wolf et al. 2015; Lim et al.
2014) bei hoher FOXP3-Infiltration bzw. hohem FOXP3/CD8-Verhaltnis festgestellt. In-
teressanterweise hatten auf die klinikpathologischen Daten in unserer Kohorte sowohl
intraepitheliale, als auch stromale FOXP3*-Zellen, sowie hohe FOXP3-Verhaltnisse eine

gunstige Auswirkung.
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5.2.3 Uberlebenszeit in Korrelation mit immunologischen Parametern, so-
wie mit den Verhaltnissen der TIL-Subgruppen
Eine hohe CD3-Expression steht bei einigen Krebsarten mit verlangertem Uberleben
(insbesondere DFS) in Verbindung (Galon et al. 2016; Mlecnik et al. 2011). Zhou et al.
(2018) beobachteten in ihrer Studie ein verbessertes OS und DSS bei einer hohen An-
zahl von CD3*-Lymphozyten an der Invasionsfront. Ruiter et al. (2017) beschrieben in
ihrem Review eine gute Prognose bei hoher CD3-Infiltration, ohne auf die genaue Re-
gion einzugehen. In der vorliegenden Arbeit wurde ebenfalls ein verlangertes Uberleben

bei hoher CD3-Anzahl beobachtet, allerdings ohne Signifikanz.

Vorhandene CD3*CD4*-T-Zellen fiihren bei kolorektalem Krebs zu verbessertem Uber-
leben (Mlecnik et al. 2011). Hanakawa et al. (2014) beschreiben in ihrer Untersuchung
eine negative Auswirkung von stromalen CD4 bei Plattenepithelkarzinomen der Zunge.
Wohingegen Nguyen et al. (2016) ein verlangertes Uberleben fir HNSCC, insbesondere
den Oropharynx feststellten. Diese Beobachtungen unterstreichen den Aspekt der Un-
terscheidung in anatomische Teilbereiche bei der Auswertung von TILs und dessen

Prognose.

Wie oben erlautert, wird in der Literatur eine hohe CD8-Expression mit einer glinstigen
Prognose, sowie langeren Uberlebenszeiten beschrieben und stellt damit einen signifi-
kanten prognostischen Biomarker dar (Fang et al. 2017; Chen et al. 2018; Galon et al.
2016; Shimizu et al. 2019; Mlecnik et al. 2011; Zhou et al. 2018; Watanabe et al. 2010).
Einige Studien zeigten dabei, dass vor allem das Stroma von TILs infiltriert war, und
insbesondere stromales CD8, einen Einfluss auf die Prognose darstellt (Watanabe et al.
2010; Fang et al. 2017; Zhang et al. 2019).

Einige Studien betrachteten neben den einzelnen immunologischen Parametern auch
die Verhaltnisse untereinander und postulierten, dass das Verhaltnis der TILs ein star-
kerer prognostischer Faktor als die einzelnen TIL-Subgruppen darstellten (Chen et al.
2018; Zhang et al. 2019; Watanabe et al. 2010).

Chen et al. (2018) stellten ein hohes CD8/FOXP3-Verhaltnis als prognostisch glinstigen
Marker heraus. Die Studie untersuchte Proben von 93 Patienten mit adjuvanter Radio-
oder Chemotherapie. Bei therapienaiven Praparaten von 45 OSCC-Patienten wurde bei
niedrigem CD8/FOXP3-Verhaltnis eine verringertes OS festgestellt (Zhang et al. 2019).
In der hier analysierten Kohorte konnte dieser Zusammenhang nicht beobachtet werden,
dafir wurde allerdings ein hohes stromales CD8:CD4-Verhaltnis innerhalb des Tumor-
zentrums als unabhangiger positiver Prognosefaktor erfasst und unterstreicht den posi-

tiven Einfluss von CD8 auf den antitumoralen Effekt.
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Neben kontroversen Diskussionen bezuglich klinikpathologischer Daten, sind ebenso
unterschiedliche Ergebnisse im Zusammenhang mit FOXP3*-T-Zellen beim HNSCC
oder OSCC bezogen auf das Uberleben dokumentiert. Wahrend einerseits eine starke
Infiltration von Tregs in der Zunge mit verringertem DFS (Hanakawa et al. 2014; Chen et
al. 2018) und schlechter Prognose (Liu et al. 2016; Watanabe et al. 2010) assoziiert war,
wurde FOXP3 andererseits mit besserem Uberleben bzw. guter Prognose (Lim et al.
2014 - ohne Signifikanz; Ruiter et al. 2017; Lakshmi Narendra et al. 2013) und sogar als
unabhangiger gunstiger Prognosefaktor beschrieben (Bron et al. 2013; Seminerio et al.
2019). Ebenso wie bei Seminerio et al. wurde bei den Praparaten der 66 OSCC-Patien-
ten eine hohe stromale Infiltration von FOXP3 als unabhangiger Prognosefaktor detek-
tiert.

Als mdgliche Erklarung fur kontroverse Ergebnisse sind neben allgemeinen Griinden wie
Studiendesign, Unterschiede in der Therapie und anatomische Varianzen (Chen et al.
2018; Fridman et al. 2012) auch die Heterogenitat und Plastizitadt der Immunzellen zu
nennen. Je nach Differenzierungsgrad und Signalwegen von Zytokinen innerhalb des
TMEs kénnen Zellen pro- und antitumorale Eigenschaften ausiiben (Lakshmi Narendra
et al. 2013). Bezogen auf FOXP3*-Tgs sind diese unter anderem in der Lage eine, durch
CD8*-Lymphozyten hervorgerufene, antitumorale Immunantwort zu unterdriicken. So
kénnen immunsupressive Zytokine ausgeschittet, die Proliferation von T-Zellen gestort
und damit das Tumorwachstum gefoérdert werden (Lakshmi Narendra et al. 2013; Liu et
al. 2016; Ruiter et al. 2017). Andererseits wird vermutet, dass Tregs in unterschiedlichen
Tumorstadien unterschiedliche Funktionen ausfuhren und nicht zwingend alle Tregs im-
munsupressiv wirken (Liu et al. 2016; Ruiter et al. 2017). Mdglicherweise kdnnte auch
die Herkunft der CD4*-FOXP3*-T-Zellen (Peripherie vs. Tumor) einen Einfluss auf die
Prognose haben (Bron et al. 2013). Regulatorische T-Zellen sind bei OSCC-Patienten
vermehrt nachgewiesen, insbesondere in frihen Tumorstadien (Liu et al. 2016; Ruiter et
al. 2017). Durch vom Tumor sezernierte Chemokine und andere Faktoren (wie TGF-B)
werden Tgs in das TME gelockt. Dartber hinaus scheinen Tegs innerhalb des TME re-
sistenter zu sein und sich haufiger zu vermehren (Liu et al. 2016). Der positive Einfluss
von Tregs bei OSCC konnte durch eine Unterdriickung einer tumorférdernden Entzin-
dung (z.B. ausgeldst durch Nikotin oder Alkohol) zustande kommen und der Tumorpro-
gression entgegenwirken (Liu et al. 2016; Bron et al. 2013; Ruiter et al. 2017; Lakshmi
Narenra et al. 2013; Chen et al. 2018).

Insbesondere Trgs kdnnten daher einen therapeutischen Ansatz beim OSCC darstellen

und sollten daher eingehender untersucht werden (Liu et al. 2016).
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Bei Patienten mit hepatozellularem Karzinom standen IL-17A*-Zellen im Zusammen-
hang mit schlechtem Uberleben (Li et al. 2015). Bei den 66 OSCC-Patienten konnte
hierrliber keine ausreichend signifikante Aussage getroffen werden und stuitzt damit Er-

gebnisse aus der Literatur (Fridman et al. 2012).

5.2.4 Schlussfolgerung

Die Entwicklung eines prognostischen Immunoscores beim OSCC kdnnte langfristig zu
vorrausschauenden prognostischen Aussagen fuhren und damit die Lebensumsténde
der Patienten verbessern. Dabei ist ein genaues Verstandnis der komplexen Interaktion
zwischen Tumor und Immunsystem notwendig (Galon et al. 2016), da die Erkennung
eines Tumors durch das Immunsystem den essenziellen Schllissel einer antitumoralen
Reaktion darstellt (Spranger 2016). Die Schwierigkeit besteht dabei in der Dynamik,
Plastizitat und Dichte der TILs, aber auch in der Verdnderung des TMEs und in den
Tumorzellen selbst (Galon et al. 2016; Fridman et al. 2012). Daruber hinaus variiert das
Outcome der Patienten bei gleichem Tumorstadium, sodass die prognostische Aussage
der TNM-Klassifikation limitiert zu sein scheint (Galon et al. 2014). Die Identifizierung
prognostischer Marker kann zum besseren Verstandnis beitragen (Ruiter et al. 2017)

und war Ziel dieser Arbeit.

Die gewonnenen Erkenntnisse konnten zu der Entwicklung immunbasierter Therapiean-
satze beitragen und sollten daher anhand gréRerer prospektiver Studien gesichert wer-

den.
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6 Zusammenfassung

Das PECA ist die haufigste Form der oralen Malignome. Trotz etablierter, meist chirur-
gischer oder kombinierter Therapie geht diese Erkrankung mit einer relativ niedrigen
Uberlebensrate und schlechter Prognose einher. In den letzten Jahren riickte der Be-
handlungsansatz der Immuntherapie verstarkt in den Fokus. Allerdings bedarf es einem
genaueren Verstandnis des Tumormikromilieus zur Etablierung neuer Therapieverfah-

ren.

Ziel dieser Arbeit war es, Zusammensetzung und klinische Auswirkungen des immuno-
logischen Tumormikromilieus zu analysieren und Prognoseparameter aus den Ergeb-

nissen abzuleiten.

Im Rahmen der retrospektiven Analyse wurden Gewebeproben von 66 Patienten mit
OSCC ausgewertet. Die Therapie erfolgte zwischen 2008 und 2012 am Klinikum Rechts
der Isar der Technischen Universitat Minchen mittels einer vollstandigen chirurgischen
Resektion. Es erfolgte die Erstellung von TMAs, sowie die immunhistochemische Far-
bung der Praparate, um HLA-Klasse |, reife T-Zellen (CD3"), T-Helferzellen (CD4"), zy-
totoxische T-Zellen (CD8"), regulatorische T-Zellen (FOXP3*) und Twi7-Zellen (IL-17A%)
sichtbar zu machen. Tumorzentrum und Invasionsfront, ebenso wie Epithel und Stroma
wurden separat ausgewertet. Fur die statistische Auswertung mit SPSS wurden die Ab-
solutwerte nach ihrem Perzentil eingeteilt und Wertungsgruppen (high/low) gebildet.

Dartber hinaus wurden die Verhaltnisse der Subgruppen berechnet.

Eine geringe HLA-Klasse-I-Expression war sowohl an der Invasionsfront als auch inner-
halb des Tumorzentrums mit einer geringen Dichte an TILs verbunden. TILs-Subgrup-
pen korrelierten positiv miteinander an IF und TZe. OSCC mit einer hohen Dichte von
CD3, CD4, CD8 und FOXP3 wiesen generell bessere klinikpathologische Daten auf, wie
z.B. ein geringeres UICC-Stadium. Die erhdhte stromale Dichte von FOXP3 wurde als
unabhangiger Prognosefaktor bezogen auf ein hdheres Gesamt- (TZe), krankheitsspe-
zifisches und krankheitsfreies (IF und TZe) Uberleben herausgearbeitet. Ein hohes Ver-
héltnis von intraepithelialem FOXP3:CD4 (TZe) war mit einer langeren Uberlebenszeit
assoziiert. Ein hohes stromales CD8:CD4-Verhaltnis (TZe) stellte einen unabhangigen,
guten Prognoseparameter beziiglich des krankheitsspezifischen und krankheitsfreien

Uberlebens dar.

Die gewonnenen Erkenntnisse konnten bei der Entwicklung immunbasierter Therapie-

ansatze helfen.
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8.2 Anhang: Korrelation der immunologischen Parameter miteinan-

der
CD3i* TiLs CD3s* TiLs CD4i* TiLs
HLA low | high | Ges. low | high | Ges. low | high | Ges.
Klasse | low 9 8 17 low 8 9 17 low 6 10 16
high | 10 35 45 high 14 31 45 high 8 36 44
Ges. | 19 43 62 Ges. |22 40 62 Ges. 14 46 60
P 0,022 p 0,266 p 0,122
CD3i* TILs | x low | high | Ges. low | high | Ges.
low 12 7 19 low 7 10 17
high | 10 33 43 high |7 36 43
Ges. | 22 40 62 Ges. | 14 46 60
P 0,002 P 0,041
CD3s* X low | high | Ges.
TiLs low 10 10 20
high | 4 36 40
Ges. | 14 46 60
P <0,001
CD4i* TiLs X
Anhang 1: Korrelation der immunologischen Parameter der Invasionsfront miteinander
(CD3i* bis CD4i*)
CD4s* TiLs CD8i* TiLs CD8s* TiLs
HLA low | high | Ges. low | high | Ges. low | high | Ges.
Klasse | low 7 9 16 low 11 6 17 low 9 8 17
high |7 37 44 high | 14 31 45 high 14 31 45
Ges. | 14 46 60 Ges. | 25 37 62 Ges. |23 39 62
P 0,024 P 0,023 p 0,143
CD3i* TiLs low | high | Ges. low | high | Ges. low | high | Ges.
low 8 9 17 low 16 3 19 low 12 7 19
high | 6 37 43 high | 9 34 43 high | 11 32 43
Ges. | 14 46 60 Ges. | 25 37 62 Ges. | 23 39 62
P 0,006 P <0,001 P 0,007
CD3s* low | high | Ges. low | high | Ges. low | high | Ges.
TiLs low 10 10 20 low 11 11 22 low 16 6 22
high | 4 36 40 high 14 26 40 high |7 33 40
Ges. | 14 46 60 Ges. | 25 37 62 Ges. | 23 39 62
P <0,001 p 0,319 P <0,001
CD4i* TiLs low | high | Ges. low | high | Ges. low | high | Ges.
low 10 4 14 low 8 6 14 low 9 5 14
high | 4 42 46 high 16 30 46 high | 13 33 46
Ges. | 14 46 60 Ges. | 24 36 60 Ges. | 22 38 60
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P <0,001 p 0,139 P 0,014
CD4s* X low | high | Ges. low | high | Ges.
TILs low 9 5 14 low 9 5 14
high | 15 31 46 high | 13 33 46
Ges. | 24 36 60 Ges. | 22 38 60
P 0,034 P 0,014
CD8i* TiLs X low | high | Ges.
low 13 12 25
high 10 27 37
Ges. |23 39 62
p 0,066
CD8s* X
TiLs
Anhang 2: Korrelation der immunologischen Parameter der Invasionsfront miteinander
(CD4s" bis CD8s")
FOXP3i* TILs FOXP3s* TILs IL-17Ai* TILs
HLA low | high | Ges. low | high | Ges. low | high | Ges.
Klasse | low 9 8 17 low 4 13 17 low 8 8 16
high |7 38 45 high 9 36 45 high 13 31 44
Ges. | 16 46 62 Ges. | 13 49 62 Ges. | 21 39 60
P 0,003 p 0,793 p 0,147
CD3i* TiLs low | high | Ges. low | high | Ges. low | high | Ges.
low 9 10 19 low 7 12 19 low 11 6 17
high 7 36 43 high 6 37 43 high | 10 33 43
Ges. 16 46 62 Ges. 13 49 62 Ges. | 21 39 60
P 0,012 P 0,046 P 0,002
CD3s* low | high | Ges. low | high | Ges. low | high | Ges.
TiLs low 10 12 22 low 8 14 22 low 8 12 20
high | 6 34 40 high 5 35 40 high 13 27 40
Ges. 16 46 62 Ges. 13 49 62 Ges. | 21 39 60
P 0,010 P 0,031 p 0,574
CD4i* TiLs low | high | Ges. low | high | Ges. low | high | Ges.
low 8 6 14 low 5 9 14 low 7 7 14
high 7 39 46 high 6 40 46 high 14 32 46
Ges. 15 45 60 Ges. | 11 49 60 Ges. | 21 39 60
P 0,001 p 0,056 p 0,185
CD4s* low | high | Ges. low | high | Ges. low | high | Ges.
TiLs low 7 7 14 low 5 9 14 low 7 7 14
high | 8 38 46 high 6 40 46 high 14 32 46
Ges. 15 45 60 Ges. | 11 49 60 Ges. | 21 39 60
P 0,013 p 0,056 p 0,185
CD8i* TiLs low | high | Ges. low | high | Ges. low | high | Ges.
low 11 14 25 low 6 19 25 low 11 13 24
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high 5 32 37 high 7 30 37 high 10 26 36
Ges. 16 46 62 Ges. 13 49 62 Ges. | 21 39 60
P 0,010 p 0,711 p 0,156
CD8s* low | high | Ges. low | high | Ges. low | high | Ges.
TiLs low 11 12 23 low 8 15 23 low 11 11 22
high 5 34 39 high 5 34 39 high 10 28 38
Ges. 16 46 62 Ges. 13 49 62 Ges. | 21 39 60
P 0,003 p 0,052 p 0,066
FOXP3i* X low | high | Ges. low | high | Ges.
TiLs low 5 11 16 low 11 4 15
high 8 38 46 high | 10 35 45
Ges. 13 49 62 Ges. | 21 39 60
p 0,258 P <0,001
FOXP3s* X low | high | Ges.
TILs low 8 3 11
high | 13 36 49
Ges. | 21 39 60
P 0,003
IL-17Ai* X
TiLs

Anhang 3: Korrelation der immunologischen Parameter der Invasionsfront miteinander
(FOXP3i* bis IL-17AI*)

IL-17As* TILs

HLA low | high | Ges.

Klasse | low 10 6 16
high 16 26 42
Ges. | 26 32 58
p 0,098

CD3i* TiLs low | high | Ges.
low 12 4 16
high | 14 28 42
Ges. | 26 32 58
P 0,004

CD3s* low | high | Ges.

TILs low 12 7 19
high 14 25 39
Ges. | 26 32 58
p 0,051

CD4i* TiLs low | high | Ges.
low 9 5 14
high 17 27 44
Ges. | 26 32 58
p 0,096
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CD4s* low | high | Ges.
TiLs low 10 | 4 14
high | 16 28 44
Ges. | 26 32 58
P 0,021
CD8i* TiLs low | high | Ges.
low 13 10 23
high 13 22 35
Ges. | 26 32 58
p 0,152
CD8s* low | high | Ges.
TiLs low 14 7 21
high | 12 25 37
Ges. | 26 32 58
P 0,011
FOXP3i* low | high | Ges.
TiLs low 8 6 14
high 18 26 44
Ges. | 26 32 58
p 0,296
FOXP3s* low | high | Ges.
TiLs low 7 4 11
high 19 28 47
Ges. | 26 32 58
p 0,296
IL-17Ai* low | high | Ges.
TiLs low 14 6 20
high | 12 26 38
Ges. | 26 32 58
P 0,005
Anhang 4: Korrelation der immunologischen Parameter der Invasionsfront miteinander
(IL-17As*)
CD3i* TiLs CD3s* TiLs CD4i* TiLs
HLA low | high | Ges. low | high | Ges. low | high | Ges.
Klasse | low 11 6 17 low 7 10 17 low 7 10 17
high | 9 31 40 high 8 32 40 high 7 28 35
Ges. | 20 37 57 Ges. | 15 42 57 Ges. | 14 38 52
P 0,002 p 0,113 p 0,181
CD3i* TILs | x low | high | Ges. low | high | Ges.
low 10 10 20 low 5 11 16
high | 5 32 37 high 9 27 36
Ges. |15 | 42 57 Ges. | 14 38 52
P 0,005 p 0,738
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CD3s* X low | high | Ges.
TiLs low 5 7 12
high 9 31 40
Ges. 14 38 52
p 0,267
CD4i* TiLs X
Anhang 5: Korrelation der immunologischen Parameter im Tumorzentrum miteinander
(CD3i* bis CD4i*)
CD4s* TiLs CD8i* TiLs CD8s* TiLs
HLA low | high | Ges. low | high | Ges. low | high | Ges.
Klasse | low 7 10 17 low 11 6 17 low 9 8 17
high | 6 28 34 high | 6 34 40 high | 8 32 40
Ges. |13 | 38 51 Ges. | 17 | 40 57 Ges. | 17 | 40 57
p 0,093 P <0,001 P 0,025
CD3i* TiLs low | high | Ges. low | high | Ges. low | high | Ges.
low 7 9 16 low 14 |6 20 low 12 | 8 20
high | 6 29 35 high | 3 34 37 high |5 32 37
Ges. | 13 | 38 51 Ges. | 17 | 40 57 Ges. | 17 | 40 57
P 0,043 P <0,001 P <0,001
CD3s* low | high | Ges. low | high | Ges. low | high | Ges.
TiLs low 8 4 12 low 9 6 15 low 11 | 4 15
high |5 34 39 high | 8 34 42 high | 6 36 42
Ges. | 13 | 38 51 Ges. |17 | 40 57 Ges. | 17 | 40 57
P 0,001 P 0,005 P <0,001
CD4i* TiLs low | high | Ges. low | high | Ges. low | high | Ges.
low 8 5 13 low 5 9 14 low 7 7 14
high |5 33 38 high | 9 29 38 high | 8 30 38
Ges. | 13 | 38 51 Ges. | 14 | 38 52 Ges. |15 | 37 52
P 0,001 p 0,485 P 0,041
CD4s* X low | high | Ges. low | high | Ges.
TILs low 6 7 13 low 7 6 13
high | 8 30 38 high |7 31 38
Ges. | 14 | 37 51 Ges. | 14 | 37 51
p 0,147 P 0,013
CD8i* TiLs X low | high | Ges.
low 11 6 17
high | 6 34 40
Ges. | 17 | 40 57
P <0,001
CD8s* X
TiLs

Anhang 6: Korrelation der immunologischen Parameter im Tumorzentrum miteinander

(CD4s" bis CD8s")
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FOXP3i* TILs FOXP3s* TiLs IL-17Ai* TILs
HLA low | high | Ges. low | high | Ges. low | high | Ges.
Klasse | low 5 12 17 low 7 10 17 low 13 | 4 17
high | 5 35 40 high 10 | 30 40 high | 12 | 23 35
Ges. | 10 | 47 57 Ges. |17 |40 57 Ges. | 25 | 27 52
p 0,145 p 0,342 P 0,004
CD3i* TiLs low | high | Ges. low | high | Ges. low | high | Ges.
low 7 13 20 low 9 11 20 low 11 5 16
high | 3 34 37 high | 8 29 37 high | 14 | 22 36
Ges. | 10 | 47 57 Ges. |17 |40 57 Ges. | 25 | 27 52
P 0,024 p 0,078 P 0,048
CD3s* low | high | Ges. low | high | Ges. low | high | Ges.
TILs low 5 10 15 low 10 |5 15 low 7 5 12
high | 5 37 42 high |7 35 42 high 18 | 22 40
Ges. | 10 | 47 57 Ges. | 17 | 40 57 Ges. |25 |27 52
p 0,108 P 0,001 p 0,517
CD4i* TiLs low | high | Ges. low | high | Ges. low | high | Ges.
low 7 7 14 low 5 9 14 low 8 6 14
high | 1 37 38 high 10 |28 38 high 17 | 21 38
Ges. | 8 44 52 Ges. |15 |37 52 Ges. |25 |27 52
P <0,001 p 0,731 p 0,536
CD4s* low | high | Ges. low | high | Ges. low | high | Ges.
TILs low 3 10 13 low 8 5 13 low 7 6 13
high | 4 34 38 high |7 31 38 high 18 | 20 38
Ges. |7 44 51 Ges. |15 | 36 51 Ges. |25 | 26 51
p 0,352 P 0,006 p 0,755
CD8i* TiLs low | high | Ges. low | high | Ges. low | high | Ges.
low 6 11 17 low 8 9 17 low 12 | 2 14
high | 4 36 40 high | 9 31 40 high | 13 | 25 38
Ges. | 10 | 47 57 Ges. |17 |40 57 Ges. | 25 | 27 52
P 0,031 p 0,111 P 0,001
CD8s* low | high | Ges. low | high | Ges. low | high | Ges.
TILs low 7 10 17 low 9 8 17 low 10 |5 15
high | 3 37 40 high | 8 32 40 high 15 | 22 37
Ges. | 10 | 47 57 Ges. | 17 | 40 57 Ges. |25 |27 52
P 0,005 P 0,025 p 0,127
FOXP3i* X low | high | Ges. low | high | Ges.
TILs low 4 6 10 low 5 3 8
high 13 | 34 47 high | 20 | 24 44
Ges. |17 |40 57 Ges. |25 |27 52
p 0,464 p 0,458
FOXP3s* X low | high | Ges.
TILs low 8 7 15
high 17 | 20 37
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Ges.

25 ‘27

‘52

0,762

IL-17Ai*
TILs

Anhang 7: Korrelation der immunologischen Parameter im Tumorzentrum miteinander

(FOXP3Ii* bis IL-17Ai")

IL-17As* TILs
HLA low | high | Ges.
Klasse | low 12 |5 17
high | 15 | 20 35
Ges. |27 | 25 52
p 0,080
CD3i* low | high | Ges.
TILs low |13 | 3 16
high | 14 | 22 36
Ges. | 27 | 25 52
P 0,007
CD3s* low | high | Ges.
TILs low 7 5 12
high | 20 | 20 40
Ges. |27 | 25 52
p 0,746
CD4i* low | high | Ges.
TILs low 10 (4 14
high | 17 | 21 38
Ges. |27 | 25 52
p 0,121
CD4s* low | high | Ges.
TILs low 9 4 13
high | 18 | 20 38
Ges. |27 | 24 51
p 0,211
CD8i* low | high | Ges.
TILs low 10 (4 14
high | 17 | 21 38
Ges. | 27 | 25 52
p 0,121
CD8s* low | high | Ges.
TILs low | 11 | 4 15
high | 16 | 21 37
Ges. | 27 | 25 52
P 0,049
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FOXP3i* low | high | Ges.
TILs low 5 3 8
high | 22 | 22 44
Ges. |27 | 25 52

p 0,705
FOXP3s* low | high | Ges.
TILs low 9 6 15

high | 18 | 19 37
Ges. | 27 | 25 52

p 0,548
IL-17Ai* low | high | Ges.
TILs low 17 | 8 25

high | 10 | 17 27
Ges. | 27 | 25 52
P 0,031

Anhang 8: Korrelation der immunologischen Parameter im Tumorzentrum miteinander
(IL-17As")

8.3 Anhang: Immunologische Parameter in Korrelation mit klinikpa-

thologischen und histopathologischen Daten

Alter (<: unterhalb Medians, >: Me- | Geschlecht (w: weiblich, m: méann-

dian und dariiber) lich)

HLA < > Ges. w m Ges.

Klasse | low 10 7 17 low 6 11 17
high 18 27 45 high 17 28 45
Ges. 28 34 62 Ges. 23 39 62
p 0,254 p 1,000

CD3i* TiLs < > Ges. w m Ges.
low 8 11 19 low 8 11 19
high 20 23 43 high 15 28 43
Ges. 28 34 62 Ges. 23 39 62
p 0,788 p 0,776

CD3s* < > Ges. w m Ges.

TILs low 11 11 22 low 6 16 22
high 17 23 40 high 17 23 40
Ges. 28 34 62 Ges. 23 39 62
p 0,604 p 0,281

CD4i* TiLs < > Ges. w m Ges.
low 7 7 14 low 4 10 14
high 20 26 46 high 18 28 46
Ges. 27 33 60 Ges. 22 38 60
p 0,763 p 0,542
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CD4s* < > Ges. w m Ges.
TiLs low 9 5 14 low 4 10 14
high 18 28 46 high 18 28 46
Ges. 27 33 60 Ges. 22 38 60
p 0,129 p 0,542
CD8i* TiLs < > Ges. w m Ges.
low 14 11 25 low 8 17 25
high 14 23 37 high 15 22 37
Ges. 28 34 62 Ges. 23 39 62
p 0,198 p 0,596
CD8s* < > Ges. w m Ges.
TiLs low 11 12 23 low 5 18 23
high 17 22 39 high 18 21 39
Ges. 28 34 62 Ges. 23 39 62
p 0,796 p 0,063
FOXP3i* < > Ges. w m Ges.
TiLs low 6 10 16 low 5 11 16
high 22 24 46 high 18 28 46
Ges. 28 34 62 Ges. 23 39 62
p 0,566 p 0,765
FOXP3s* < > Ges. w m Ges.
TiLs low 8 5 13 low 4 9 13
high 20 29 49 high 19 30 49
Ges. 28 34 62 Ges. 23 39 62
p 0,220 p 0,751
IL-17Ai* < > Ges. w m Ges.
TiLs low 10 15 25 low 7 18 25
high 14 13 27 high 10 17 27
Ges. 24 28 52 Ges. 17 35 52
p 0,419 p 0,562
IL-17As* < > Ges. w m Ges.
TiLs low 6 15 21 low 8 13 21
high 21 18 39 high 14 25 39
Ges. 27 33 60 Ges. 22 38 60
p 0,102 p 1,000
Anhang 9: Immunologische Parameter in Korrelation mit Alter und Geschlecht (IF)
pT pN
HLA 1 2 3 4 Ges. 0 1 2alb Ges.
Klasse | low 3 5 1 8 17 low 7 3 7 17
high 19 13 3 10 45 high 23 7 15 45
Ges. 22 18 4 18 62 Ges. 30 10 22 62
p 0,169 p 0,742
CD3i* TiLs 1 2 3 4 Ges. 0 1 2a/b Ges.
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low 6 5 1 7 19 low 9 7 19
high 16 13 11 43 high 21 7 15 43
Ges. 22 18 4 18 62 Ges. 30 10 22 62
p 0,903 p 0,989

CD3s* 1 2 3 4 Ges. 0 1 2alb Ges.

TILs low 4 7 1 10 22 low 8 2 12 22
high 18 11 3 8 40 high 22 10 40
Ges. 22 18 4 18 62 Ges. 30 10 22 62
p 0,089 p 0,072

CD4i* TiLs 1 2 3 4 Ges. 0 2a/b Ges.
low 2 5 1 6 14 low 3 8 14
high 20 13 3 10 46 high 26 13 46
Ges. 22 18 4 16 60 Ges. 29 10 21 60
p 0,180 P 0,027

CD4s* 1 2 3 4 Ges. 0 1 2alb Ges.

TILs low 4 3 2 6 14 low 5 4 5 14
high 18 15 3 10 46 high 24 16 46
Ges. 22 18 4 16 60 Ges. 29 10 21 60
p 0,445 p 0,298

CD8i* TiLs 1 2 3 4 Ges. 0 1 2alb Ges.
low 6 8 1 10 25 low 12 3 10 25
high 16 10 3 8 37 high 18 12 37
Ges. 22 18 4 18 62 Ges. 30 10 22 62
p 0,275 p 0,692

CD8s* 1 2 3 4 Ges. 0 1 2alb Ges.

TILs low 5 7 1 10 23 low 10 2 11 23
high 17 11 3 8 39 high 20 11 39
Ges. 22 18 4 18 62 Ges. 30 10 22 62
p 0,182 p 0,260

FOXP3i* 1 3 Ges. 0 1 2a/b Ges.

TILs low 2 5 0 16 low 7 2 7 16
high 20 13 4 46 high 23 8 15 46
Ges. 22 18 4 18 62 Ges. 30 10 22 62
P 0,021 p 0,732

FOXP3s* 1 2 3 Ges. 0 1 2a/b Ges.

TILs low 2 6 1 13 low 4 3 6 13
high 20 12 3 14 49 high 26 16 49
Ges. 22 18 4 18 52 Ges. 30 10 11 62
p 0,243 p 0,397

IL-17Ai* 1 2 3 Ges. 0 2a/b Ges.

TILs low 7 6 1 21 low 10 7 21
high 15 12 3 9 39 high 19 14 39
Ges. 22 18 4 16 60 Ges. 20 10 21 60
p 0,873 p 1,000
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IL-17As* 1 2 3 4 Ges. 0 1 2a/b Ges.

TILs low 9 6 2 26 low 10 4 12 26
high 12 12 2 6 32 high 18 5 9 32
Ges. 21 18 4 15 58 Ges. 28 9 21 58
p 0,475 p 0,313

Anhang 10: Immunologische Parameter in Korrelation mit dem pT- und pN-Status (IF)
uicC Grading

HLA I I 1 v Ges. G1 G2 G3 Ges.

Klasse | low 2 2 1 12 17 low 2 8 7 17
high 13 5 7 20 45 high 4 32 9 45
Ges. 15 8 32 62 Ges. 6 40 16 62
p 0,300 p 0,187

CD3i* TiLs I I 1 v Ges. G1 G2 G3 Ges.
low 3 2 12 19 low 0 12 7 19
high 12 5 20 43 high 6 28 9 43
Ges. 15 32 62 Ges. 6 40 16 62
p 0,699 p 0,139

CD3s* I I 1 v Ges. G1 G2 G3 Ges.

TILs low 2 2 16 22 low 1 14 7 22
high 13 5 16 40 high 5 26 9 40
Ges. 15 32 62 Ges. 6 40 16 62
p 0,079 p 0,494

CD4i* TiLs ) n mn v Ges. G1 G2 G3 Ges.
low 0 1 11 14 low 0 12 2 14
high 15 19 46 high 6 28 12 46
Ges. 15 30 60 Ges. 6 40 14 60
p 0,005 p 0,177

CD4s* I I 1 v Ges. G1 G2 G3 Ges.

TILs low 2 1 2 9 14 low 0 10 4 14
high 13 6 6 21 46 high 6 30 10 46
Ges. 15 30 60 Ges. 6 40 14 60
p 0,645 p 0,349

CD8i* TiLs I I 1 v Ges. G1 G2 G3 Ges.
low 3 5 15 25 low 0 16 25
high 12 2 17 37 high 6 24 37
Ges. 15 32 62 Ges. 6 40 16 62
p 0,091 P 0,041
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CD8s* I I I v Ges. G1 G2 G3 Ges.
TiLs low 3 1 16 23 low 1 17 5 23
high 12 4 7 16 39 high 5 23 11 39
Ges. 15 8 32 62 Ges. 6 40 16 62
p 0,098 p 0,405
FOXP3i* I I I v Ges. G1 G2 G3 Ges.
TiLs low 1 2 1 12 16 low 1 11 4 16
high 14 5 7 20 46 high 5 29 12 46
Ges. 15 32 62 Ges. 6 40 16 62
p 0,105 p 0,915
FOXP3s* I I I v Ges. G1 G2 G3 Ges.
TiLs low 2 1 8 13 low 0 7 6 13
high 13 6 24 49 high 6 33 10 49
Ges. 15 32 62 Ges. 6 40 16 62
p 0,811 p 0,111
IL-17Ai* I I I v Ges. G1 G2 G3 Ges.
TiLs low 6 1 2 12 21 low 1 15 5 21
high 9 6 6 18 39 high 5 25 39
Ges. 15 30 60 Ges. 6 40 14 60
p 0,628 p 0,607
IL-17As* I I I v Ges. G1 G2 G3 Ges.
TiLs low 6 1 3 16 26 low 2 17 7 26
high 9 6 3 13 32 high 4 21 7 32
Ges. 15 29 58 Ges. 6 38 14 58
p 0,273 p 0,790
Anhang 11: Immunologische Parameter in Korrelation mit UICC-Stadien und Grading
(IF)
Pn1 L1
HLA ja nein Ges. ja nein Ges.
Klasse | low 8 9 17 low 3 14 17
high 12 33 45 high 7 38 45
Ges. 20 42 62 Ges. 10 52 62
p 0,125 p 0,842
CD3i* ja nein Ges. ja nein Ges.
TiLs low 9 10 19 low 4 15 19
high 11 32 43 high 6 37 43
Ges. 20 42 62 Ges. 10 52 62
p 0,091 p 0,484
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CD3s* ja nein Ges. ja nein Ges.
TILs low 8 14 22 low 6 16 22
high 12 28 40 high 4 36 40
Ges. 20 42 62 Ges. 10 52 62
p 0,608 p 0,077
CD4i* ja nein Ges. ja nein Ges.
TILs low 4 10 14 low 3 11 14
high 14 32 46 high 7 39 46
Ges. 18 42 60 Ges. 10 50 60
p 0,894 p 0,585
CD4s* ja nein Ges. ja nein Ges.
TILs low 3 11 14 low 3 11 14
high 15 31 46 high 7 39 46
Ges. 18 42 60 Ges. 10 50 60
p 0,424 p 0,585
CD8i* ja nein Ges. ja nein Ges.
TILs low 12 13 25 low 5 20 25
high 8 29 37 high 5 32 37
Ges. 20 42 62 Ges. 19 52 62
P 0,022 p 0,558
CD8s* ja nein Ges. ja nein Ges.
TILs low 6 17 23 low 6 17 23
high 14 25 39 high 4 35 39
Ges. 20 42 62 Ges. 10 52 62
p 0,464 p 0,123
FOXP3i* ja nein Ges. ja nein Ges.
TILs low 6 10 16 low 2 14 16
high 14 32 46 high 8 38 46
Ges. 20 42 62 Ges. 10 52 62
p 0,640 p 0,624
FOXP3s* ja nein Ges. ja nein Ges.
TILs low 7 6 13 low 8 13
high 13 36 49 high 44 49
Ges. 20 42 62 Ges. 10 52 62
p 0,068 P 0,015
IL-17Ai* ja nein Ges. ja nein Ges.
TILs low 7 14 21 low 5 16 21
high 11 28 39 high 5 34 39
Ges. 18 42 60 Ges. 10 50 60
p 0,679 p 0,276
IL-17As* ja nein Ges. ja nein Ges.
TILs low 7 19 26 low 7 19 26
high 10 22 32 high 3 29 32
Ges. 17 41 58 Ges. 10 48 58
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p 0,719 p 0,078
Anhang 12: Immunologische Parameter in Korrelation mit Pn1 und L1 (IF)
Alter Geschlecht
HLA < > Ges. w m Ges.
Klasse | low 6 11 17 low 4 13 17
high 22 18 40 high 14 26 40
Ges. 28 29 57 Ges. 18 39 57
p 0,248 p 0,537
CD3i* TiLs < > Ges. w m Ges.
low 9 11 20 low 5 15 20
high 19 18 37 high 13 24 37
Ges. 28 29 57 Ges. 18 39 57
p 0,783 p 0,555
CD3s* < > Ges. w m Ges.
TILs low 9 6 15 low 3 12 15
high 19 23 42 high 15 27 42
Ges. 28 29 57 Ges. 18 39 57
p 0,379 p 0,342
CD4i* TiLs < > Ges. w m Ges.
low 5 9 14 low 4 10 14
high 19 19 38 high 13 25 38
Ges. 24 28 52 Ges. 17 35 52
p 0,532 p 0,753
CD4s* < > Ges. w m Ges.
TiLs low 7 6 13 low 3 10 13
high 16 22 38 high 14 24 38
Ges. 23 28 51 Ges. 17 34 51
p 0,529 p 0,502
CD8i* TiLs < > Ges. w m Ges.
low 9 8 17 low 3 14 17
high 19 21 40 high 15 25 40
Ges. 28 29 57 Ges. 18 39 57
p 0,777 p 0,214
CD8s* < > Ges. w m Ges.
TILs low 9 8 17 low 3 14 17
high 19 21 40 high 15 25 40
Ges. 28 29 57 Ges. 18 39 57
p 0,777 p 0,214
FOXP3i* < > Ges. w m Ges.
TiLs low 4 6 10 low 2 8 10
high 24 23 47 high 16 31 47
Ges. 28 29 57 Ges. 18 39 57
p 0,730 p 0,478
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FOXP3s* < > Ges. w m Ges.

TiLs low 11 6 17 low 2 15 17
high 17 23 40 high 16 24 40
Ges. 28 29 57 Ges. 18 39 57
p 0,155 p 0,060

IL-17Ai* < > Ges. w m Ges.

TiLs low 10 15 25 low 7 18 25
high 14 13 27 high 10 17 27
Ges. 24 28 52 Ges. 17 35 52
p 0,419 p 0,562

IL-17As* < > Ges. w m Ges.

TiLs low 13 14 27 low 8 19 27
high 11 14 25 high 9 16 25
Ges. 24 28 52 Ges. 17 35 52
p 0,788 p 0,769

Anhang 13: Immunologische Parameter in Korrelation mit Alter und Geschlecht (TZe)

pT pN

HLA 1 2 3 4 Ges. 0 1 2alb Ges.

Klasse | low 5 6 0 6 17 low 10 1 6 17
high 16 3 12 40 high 19 8 13 40
Ges. 21 15 3 18 57 Ges. 29 9 19 57
p 0,593 p 0,497

CD3i* TiLs 1 2 3 4 Ges. 0 1 2alb Ges.
low 4 5 1 10 20 low 9 4 7 20
high 17 10 2 8 37 high 20 5 12 37
Ges. 21 15 3 18 57 Ges. 29 9 19 57
p 0,111 p 0,808

CD3s* 1 3 4 Ges. 0 1 2a/b Ges.

TiLs low 2 1 6 15 low 6 2 7 15
high 19 2 12 42 high 23 7 12 42
Ges. 21 15 3 18 57 Ges. 29 9 19 57
p 0,106 p 0,510

CD4i* TiLs 1 2 3 4 Ges. 0 1 2alb Ges.
low 5 3 0 14 low 6 1 7 14
high 15 12 2 38 high 20 7 11 38
Ges. 20 15 2 15 52 Ges. 26 8 18 52
p 0,568 p 0,363

CD4s* 1 3 4 Ges. 0 1 2alb Ges.

TILs low 3 0 4 13 low 5 1 7 13
high 17 2 10 38 high 21 7 10 38
Ges. 20 15 2 14 51 Ges. 26 8 17 51
p 0,309 p 0,217

CD8i* TiLs 1 2 3 4 Ges. 0 1 2a/b Ges.
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low 3 4 1 17 low 11 2 4 17
high 18 11 2 9 40 high 18 7 15 40
Ges. 21 15 3 18 57 Ges. 29 9 19 57
p 0,089 p 0,427

CD8s* 1 2 3 4 Ges. 0 1 2alb Ges.

TILs low 3 4 1 17 low 7 2 8 17
high 18 11 2 40 high 22 7 11 40
Ges. 21 15 3 18 57 Ges. 29 9 19 57
p 0,089 p 0,360

FOXP3i* 1 2 3 Ges. 0 1 2a/b Ges.

TILs low 1 0 10 low 4 0 6 10
high 20 14 3 10 47 high 25 9 13 47
Ges. 21 15 3 18 57 Ges. 29 9 19 57
p 0,004 p 0,101

FOXP3s* 1 3 4 Ges. 0 1 2alb Ges.

TILs low 2 0 17 low 6 2 9 17
high 19 3 11 40 high 23 7 10 40
Ges. 21 15 3 18 57 Ges. 29 9 19 57
p 0,018 p 0,133

IL-17Ai* 1 2 3 4 Ges. 0 1 2alb Ges.

TILs low 10 1 25 low 14 3 8 25
high 10 8 1 8 27 high 12 5 10 27
Ges. 20 15 2 15 52 Ges. 26 8 18 52
p 0,996 p 0,805

IL-17As* 1 2 3 Ges. 0 1 2alb Ges.

TILs low 12 1 27 low 14 4 10 27
high 8 7 1 25 high 13 4 8 25
Ges. 20 15 2 15 52 Ges. 26 8 18 52
p 0,757 p 0,931

Anhang 14: Immunologische Parameter in Korrelation mit dem pT- und pN-Stadium

(TZe)
uicC Grading

HLA I I 1 v Ges. G1 G2 G3 Ges.

Klasse | low 4 3 10 17 low 2 9 6 17
high 12 19 40 high 5 25 10 40
Ges. 16 6 29 57 Ges. 7 34 16 57
p 0,284 p 0,727

CD3i* TiLs ) n mn v Ges. G1 G2 G3 Ges.
low 2 1 15 20 low 0 13 7 20
high 14 14 37 high 7 21 9 37
Ges. 16 29 57 Ges. 7 34 16 57
p 0,038 p 0,090
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CD3s* I I 11 v Ges. G1 G2 G3 Ges.

TILs low 1 10 15 low 1 9 5 15
high 15 19 42 high 6 25 11 42
Ges. 16 29 57 Ges. 7 34 16 57
p 0,067 p 0,646

CD4i* TiLs I I 11 v Ges. G1 G2 G3 Ges.
low 4 1 8 14 low 1 12 1 14
high 11 5 4 18 38 high 6 20 12 38
Ges. 15 6 26 52 Ges. 7 32 13 52
p 0,962 p 0,089

CD4s* I I 11 v Ges. G1 G2 G3 Ges.

TILs low 3 1 9 13 low 1 8 4 13
high 12 5 16 38 high 6 23 38
Ges. 15 6 25 51 Ges. 7 31 13 51
p 0,414 p 0,721

CD8i* TiLs I I 11 v Ges. G1 G2 G3 Ges.
low 3 1 11 17 low 0 11 6 17
high 13 5 18 40 high 7 23 10 40
Ges. 16 6 29 57 Ges. 7 34 16 57
p 0,556 p 0,171

CD8s* I I 11 v Ges. G1 G2 G3 Ges.

TiLs low 2 1 1 13 17 low 0 13 4 17
high 14 5 5 16 40 high 7 21 12 40
Ges. 16 6 6 29 57 Ges. 7 34 16 57
p 0,102 p 0,116

FOXP3i* I I 11 v Ges. G1 G2 G3 Ges.

TILs low 1 9 10 low 0 7 3 10
high 15 20 47 high 7 27 13 47
Ges. 16 29 57 Ges. 7 34 16 57
p 0,095 p 0,422

FOXP3s* I I 11 v Ges. G1 G2 G3 Ges.

TiLs low 2 1 1 13 17 low 1 9 7 17
high 14 5 5 16 40 high 6 25 9 40
Ges. 16 6 6 29 57 Ges. 7 34 16 57
p 0,102 p 0,290
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IL-17Ai* I I 11 v Ges. G1 G2 G3 Ges.
TILs low 8 3 2 12 25 low 2 17 6 25
high 7 14 27 high 5 15 27
Ges. 15 6 5 26 52 Ges. 7 32 13 52
p 0,972 p 0,493
IL-17As* I I 11 v Ges. G1 G2 G3 Ges.
TILs low 9 1 2 15 27 low 2 19 6 27
high 6 11 25 high 5 13 25
Ges. 15 5 26 52 Ges. 7 32 13 52
p 0,284 p 0,299

Anhang 15: Immunologische Parameter in Korrelation mit UICC-Stadien und Grading

(TZe)
Pn1 L1
HLA ja nein Ges. ja nein Ges.
Klasse | low 8 9 17 low 5 12 17
high 11 29 40 high 5 35 40
Ges. 19 38 57 Ges. 10 47 57
p 0,152 p 0,125
CD3i* ja nein Ges. ja nein Ges.
TILs low 8 12 20 low 6 14 20
high 11 26 37 high 4 33 37
Ges. 19 38 57 Ges. 10 47 57
p 0,520 p 0,086
CD3s* ja nein Ges. ja nein Ges.
TILs low 5 10 15 low 4 11 15
high 14 28 42 high 6 36 42
Ges. 19 38 57 Ges. 10 47 57
p 0,908 p 0,318
CD4i* ja nein Ges. ja nein Ges.
TILs low 4 10 14 low 1 13 14
high 13 25 38 high 9 29 38
Ges. 17 35 52 Ges. 10 42 52
p 0,702 p 0,179
CD4s* ja nein Ges. ja nein Ges.
TILs low 5 8 13 low 3 10 13
high 12 26 38 high 7 31 38
Ges. 17 34 51 Ges. 10 41 51
p 0,650 p 0,715
CD8i* ja nein Ges. ja nein Ges.
TILs low 6 11 17 low 12 17
high 13 27 40 high 35 40
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Ges. |19 ‘ 38 ‘ 57 Ges. |10 ‘ 47 ‘ 57
p 0,838 p 0,125

CD8s* ja nein Ges. ja nein Ges.

TILs low 6 11 17 low 5 12 17
high 13 27 40 high 5 35 40
Ges. 19 38 57 Ges. 10 47 57
p 0,838 p 0,125

FOXP3i* ja nein Ges. ja nein Ges.

TILs low 5 5 10 low 0 10 10
high 14 33 47 high 10 37 47
Ges. 19 38 57 Ges. 10 47 57
p 0,218 p 0,108

FOXP3s* ja nein Ges. ja nein Ges.

TILs low 9 8 17 low 7 10 17
high 10 30 40 high 3 37 40
Ges. 19 38 57 Ges. 10 47 57
P 0,041 P 0,002

IL-17Ai* ja nein Ges. ja nein Ges.

TILs low 9 16 25 low 6 19 25
high 8 19 27 high 4 23 27
Ges. 17 35 52 Ges. 10 42 52
p 0,625 p 0,401

IL-17As* ja nein Ges. ja nein Ges.

TILs low 10 17 27 low 5 22 27
high 7 18 25 high 5 20 25
Ges. 17 35 52 Ges. 10 42 52
p 0,488 p 0,892

Anhang 16: Immunologische Parameter in Korrelation mit Pn1 und L1 (TZe)

8.4 Anhang: Verhaltnisse der TIL-Subgruppen in Korrelation mit kli-
nik- und histopathologischen Daten

Alter (<: unterhalb Medians, >: Me- | Geschlecht (w: weiblich, m: mann-
dian und dariiber) lich)
CD8i:CD3i < > Ges. w m Ges.
low 13 7 20 low 7 13 20
high 15 26 41 high 15 26 41
Ges. 28 33 61 Ges. 22 39 61
p 0,055 p 1,000
CD8s:CD3s < > Ges. w m Ges.
low 11 8 19 low 5 14 19
high 17 26 43 high 18 25 43
Ges. 28 34 62 Ges. 23 39 62
p 0,268 p 0,271
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CD8i:CD4i < > Ges. w m Ges.
low 10 11 21 low 4 17 21
high 17 21 38 high 17 21 38
Ges. 27 32 59 Ges. 21 38 59
p 1,000 p 0,087

CD8s:CD4s < > Ges. w m Ges.
low 10 12 22 low 6 16 22
high 17 20 37 high 15 22 37
Ges. 27 32 59 Ges. 21 38 59
p 1,000 p 0,402

CD8i:FOXP3i < > Ges. w m Ges.
low 13 8 21 low 6 15 21
high 13 24 37 high 16 21 37
Ges. 26 32 58 Ges. 22 36 58
p 0,060 p 0,399

CD8s:FOXP3s < > Ges. w m Ges.
low 10 10 20 low 3 17 20
high 18 24 42 high 20 22 42
Ges. 28 34 62 Ges. 23 39 62
p 0,785 P 0,023

CD8i:IL-17Ai < > Ges. w m Ges.
low 11 7 18 low 5 13 18
high 15 23 38 high 16 22 38
Ges. 26 30 56 Ges. 21 35 56
p 0,159 p 0,382

CD8s:IL-17As < > Ges. w m Ges.
low 10 9 19 low 2 17 19
high 16 23 39 high 18 21 39
Ges. 26 32 58 Ges. 20 38 58
p 0,574 P 0,008

FOXP3i:CD3i < > Ges. w m Ges.
low 9 10 19 low 6 13 19
high 19 23 42 high 16 26 42
Ges. 28 33 61 Ges. 22 39 61
p 1,000 p 0,775

FOXP3s:CD3s < > Ges. w m Ges.
low 12 8 20 low 9 11 20
high 16 26 42 high 14 28 42
Ges. 28 34 62 Ges. 23 39 62
p 0,172 p 0,410

FOXP3i:CD4i < > Ges. w m Ges.
low 10 13 23 low 6 17 23
high 17 19 36 high 15 21 36
Ges. 27 32 59 Ges. 21 38 59
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p 0,796 p 0,273

FOXP3s:CD4s < > Ges. w m Ges.
low 8 11 19 low 6 13 19
high 19 21 40 high 15 25 40
Ges. 27 32 59 Ges. 23 39 62
p 0,784 p 0,775

FOXP3i:IL-17Ai < > Ges. w m Ges.
low 11 14 25 low 7 18 25
high 15 16 31 high 14 17 31
Ges. 26 30 56 Ges. 21 35 56
p 0,793 p 0,268

FOXP3s:IL-17As < > Ges. w m Ges.
low 12 7 19 low 4 15 19
high 14 25 39 high 16 23 39
Ges. 26 32 58 Ges. 20 38 58
p 0,090 p 0,155

CD4i:CD3i < > Ges. w m Ges.
low 9 10 19 low 9 10 19
high 18 22 40 high 12 28 40
Ges. 27 32 59 Ges. 21 38 59
p 1,000 p 0,248

CD4s:CD3s < > Ges. w m Ges.
low 10 9 19 low 8 11 19
high 17 24 41 high 14 27 41
Ges. 27 33 60 Ges. 22 38 60
p 0,578 p 0,577

CD4i:IL-17Ai < > Ges. w m Ges.
low 13 12 25 low 9 16 25
high 13 18 31 high 12 19 31
Ges. 26 30 56 Ges. 21 35 56
p 0,591 p 1,000

CD4s:IL-17As < > Ges. w m Ges.
low 11 8 19 low 5 14 19
high 15 24 39 high 15 24 39
Ges. 26 32 58 Ges. 20 38 58
p 0,260 p 0,397

Anhang 17: Verhéltnisse der TIL-Subgruppen in Korrelation mit Alter und Geschlecht (IF)

pT pN
CD8i:CD3i 1 2 3 4 Ges. 0 1 2a/b Ges.
low 6 6 1 7 20 low 13 2 5 20
high 16 12 3 10 41 high 17 8 16 41
Ges. 22 18 4 17 61 Ges. 30 10 21 61
p 0,835 p 0,289
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CD8s:CD3s 1 3 4 Ges. 0 1 2a/b Ges.
low 6 4 1 8 19 low 10 2 7 19
high 16 14 3 10 43 high 20 8 15 43
Ges. 22 18 4 18 62 Ges. 30 10 22 62
p 0,513 p 0,869

CD8i:CD4i 1 2 3 4 Ges. 0 1 2a/b Ges.
low 5 8 1 21 low 10 4 7 21
high 17 10 3 8 38 high 19 6 13 38
Ges. 22 18 4 15 59 Ges. 29 10 20 59
p 0,360 p 1,000

CD8s:CD4s 1 2 3 4 Ges. 0 1 2a/b Ges.
low 6 6 1 22 low 13 0 9 22
high 16 12 3 6 37 high 16 10 11 37
Ges. 22 18 4 15 59 Ges. 29 10 20 59
p 0,203 P 0,019

CD8i:FOXP3i 1 2 3 4 Ges. 0 1 2a/b Ges.
low 8 7 1 5 21 low 12 4 5 21
high 14 10 3 10 37 high 16 6 15 37
Ges. 22 17 4 15 58 Ges. 28 10 20 58
p 0,976 p 0,417

CD8s:FOXP3s 1 2 3 4 Ges. 0 1 2a/b Ges.
low 4 5 1 10 20 low 9 1 10 20
high 18 13 3 8 42 high 21 9 12 42
Ges. 22 18 4 18 62 Ges. 30 10 22 62
p 0,081 p 0,153

CD8i:IL-17Ai 1 2 3 4 Ges. 0 1 2a/b Ges.
low 5 7 1 5 18 low 9 3 6 18
high 16 11 3 38 high 18 6 14 38
Ges. 21 18 4 13 56 Ges. 27 9 20 56
p 0,760 p 1,000

CD8s:IL-17As 1 2 3 4 Ges. 0 1 2a/b Ges.
low 5 7 1 19 low 12 1 6 19
high 16 11 3 39 high 16 8 15 39
Ges. 21 18 4 15 58 Ges. 28 9 21 58
p 0,727 p 0,184

FOXP3i:CD3i 1 3 Ges. 0 1 2alb Ges.
low 2 3 19 low 8 3 8 19
high 20 11 1 10 42 high 22 7 13 42
Ges. 22 18 4 17 61 Ges. 30 10 21 61
P 0,013 p 0,759

FOXP3s:CD3s 1 2 3 4 Ges. 0 1 2a/b Ges.
low 6 2 3 20 low 9 5 6 20
high 16 2 15 42 high 21 5 16 42
Ges. 22 18 4 18 62 Ges. 30 10 22 62
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p 0,134 p 0,412

FOXP3i:CD4i 1 3 Ges. 0 1 2a/b Ges.
low 4 2 23 low 10 3 10 23
high 18 10 2 36 high 19 7 10 36
Ges. 22 18 4 15 59 Ges. 29 10 20 59
P 0,047 p 0,518

FOXP3s:CD4s 1 2 3 4 Ges. 0 1 2a/b Ges.
low 5 11 2 19 low 8 4 7 19
high 17 7 2 14 40 high 21 6 13 40
Ges. 22 18 4 15 59 Ges. 29 10 20 59
P 0,003 p 0,808

FOXP3i:IL-17Ai 1 3 4 Ges. 0 1 2a/b Ges.
low 4 3 10 25 low 9 4 12 25
high 17 10 1 3 31 high 18 5 8 31
Ges. 21 18 4 13 56 Ges. 27 9 20 56
P 0,004 p 0,184

FOXP3s:IL- 1 2 3 4 Ges. 0 1 2a/b Ges.

17As low 5 10 1 3 19 low 9 3 7 19
high 16 8 3 12 39 high 19 6 14 39
Ges. 21 18 4 15 58 Ges. 28 9 21 58
p 0,113 p 1,000

CD4i:CD3i 1 2 3 4 Ges. 0 1 2a/b Ges.
low 8 6 1 4 19 low 11 2 6 19
high 14 12 3 11 40 high 18 8 14 40
Ges. 22 18 4 15 59 Ges. 29 10 20 59
p 0,949 p 0,569

CD4s:CD3s 1 3 4 Ges. 0 1 2a/b Ges.
low 9 1 5 19 low 6 5 8 19
high 13 14 3 11 41 high 23 5 13 41
Ges. 22 18 4 16 60 Ges. 29 10 21 60
p 0,703 p 0,154

CD4i:IL-17Ai 1 2 3 Ges. 0 1 2a/b Ges.
low 8 8 3 25 low 9 4 12 25
high 13 10 1 31 high 18 5 8 31
Ges. 21 18 4 13 56 Ges. 27 9 20 56
p 0,628 p 0,184

CD4s:IL-17As 1 2 3 4 Ges. 0 1 2a/b Ges.
low 6 6 1 19 low 9 4 6 19
high 15 12 3 39 high 19 5 15 39
Ges. 21 18 4 15 58 Ges. 28 9 21 58
p 0,886 p 0,698

Anhang 18: Verhéltnisse der TIL-Subgruppen in Korrelation mit pT- und pN-Status (IF)
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uicC Grading

CD8i:CD3i I I 11 v Ges. G1 G2 G3 Ges.
low 5 5 1 9 20 low 0 15 5 20
high 10 2 7 22 41 high 6 25 10 41
Ges. 15 7 8 31 61 Ges. 6 40 15 61
p 0,119 p 0,272

CD8s:CD3s I I 11 v Ges. G1 G2 G3 Ges.
low 5 12 1 12 19 low 1 16 2 19
high 10 6 7 20 43 high 5 24 14 43
Ges. 15 7 8 32 62 Ges. 6 40 16 62
p 0,488 p 0,082

CD8i:CD4i I I 11 v Ges. G1 G2 G3 Ges.
low 3 4 3 11 21 low 0 15 6 21
high 12 3 5 18 38 high 6 25 7 38
Ges. 15 7 8 29 59 Ges. 6 40 13 59
p 0,362 p 0,141

CD8s:CD4s I I 11 v Ges. G1 G2 G3 Ges.
low 5 2 1 14 22 low 1 16 5 22
high 10 5 7 15 37 high 5 24 8 37
Ges. 15 7 8 29 59 Ges. 6 40 13 59
p 0,287 p 0,641

CD8i:FOXP3i I I 11 v Ges. G1 G2 G3 Ges.
low 5 4 3 9 21 low 0 14 7 21
high 10 2 5 20 37 high 6 23 8 37
Ges. 15 6 8 29 58 Ges. 6 37 15 58
p 0,454 p 0,130

CD8s:FOXP3s I I 11 v Ges. G1 G2 G3 Ges.
low 3 2 1 14 20 low 1 16 3 20
high 12 5 7 18 42 high 5 24 13 42
Ges. 15 7 8 32 62 Ges. 6 40 16 62
p 0,273 p 0,306

CDS8i:IL-17Ai I I 11 v Ges. G1 G2 G3 Ges.
low 2 4 3 9 18 low 0 13 5 18
high 12 3 5 18 38 high 6 24 8 38
Ges. 14 7 8 27 56 Ges. 6 37 13 56
p 0,239 p 0,275

CD8s:IL-17As I 11 v Ges. G1 G2 G3 Ges.
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low 5 3 1 10 19 low 1 14 4 19
high 10 4 6 19 39 high 5 24 10 39
Ges. 15 7 7 29 58 Ges. 6 38 14 58
p 0,738 p 0,760

FOXP3i:CD3i I I 11 v Ges. G1 G2 G3 Ges.
low 2 3 3 11 19 low 1 14 4 19
high 13 4 5 20 42 high 5 26 11 42
Ges. 15 7 8 31 61 Ges. 6 40 15 61
p 0,346 p 0,759

FOXP3s:CD3s I I 11 v Ges. G1 G2 G3 Ges.
low 5 2 4 9 20 low 2 12 6 20
high 10 5 4 23 42 high 4 28 10 42
Ges. 15 7 8 32 62 Ges. 6 40 16 62
p 0,706 p 0,914

FOXP3i:CD4i I I 11 v Ges. G1 G2 G3 Ges.
low 3 3 2 15 23 low 1 16 6 23
high 12 4 6 14 36 high 5 24 7 36
Ges. 15 7 8 29 59 Ges. 6 40 13 59
p 0,181 p 0,541

FOXP3s:CD4s I I 11 v Ges. G1 G2 G3 Ges.
low 4 3 4 8 19 low 2 13 4 19
high 11 4 4 21 40 high 4 27 9 40
Ges. 15 7 8 29 59 Ges. 6 40 13 59
p 0,567 p 1,000

FOXP3i:IL-17Ai I 1 /] v Ges. G1 G2 G3 Ges.
low 1 4 4 16 25 low 1 20 4 25
high 13 3 4 11 31 high 5 17 9 31
Ges. 14 7 8 27 56 Ges. 6 37 13 56
P 0,007 p 0,148

FOXP3s:IL- I I 11 v Ges. G1 G2 G3 Ges.

17As low 4 3 3 9 19 low 1 13 5 19
high 11 4 4 20 39 high 5 25 9 39
Ges. 15 7 7 29 58 Ges. 6 38 14 58
p 0,838 p 0,828

CD4i:CD3i I I 11 v Ges. G1 G2 G3 Ges.
low 5 4 3 7 19 low 2 13 4 19
high 10 3 5 22 40 high 4 27 9 40
Ges. 15 7 8 29 59 Ges. 6 40 13 59
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P 0,377 P 1,000

CD4s:CD3s | I I IV Ges. G1 G2 G3 Ges.
low |5 1 3 10 19 low |1 13 5 19
high | 10 6 5 20 41 high |5 27 9 41
Ges. | 15 7 8 30 60 Ges. |6 40 14 60
P 0,825 P 0,830

CD4i:IL-17Ai | I I IV Ges. G1 G2 G3 Ges.
low |3 3 5 14 25 low |1 18 6 25
high | 11 4 3 13 31 high |5 19 7 31
Ges. | 14 7 8 27 56 Ges. |6 37 13 56
P 0,188 P 0,428

CD4s:IL-17As | I I IV Ges. G1 G2 G3 Ges.
low |4 2 3 10 19 low |1 14 4 19
high | 11 5 4 19 39 high |5 24 10 39
Ges. | 15 7 7 29 58 Ges. |6 38 14 58
P 0,880 P 0,760

Anhang 19: Verhéltnisse der TIL-Subgruppen in Korrelation mit UICC-Stadien und Gra-
ding (IF)

Pn1 L1

CD8i:CD3i ja nein Ges. ja nein Ges.
low 7 13 20 low 4 16 20
high 12 29 41 high 6 35 41
Ges. 19 42 61 Ges. 10 51 61
p 0,770 p 0,711

CD8s:CD3s ja nein Ges. ja nein Ges.
low 7 12 19 low 4 15 19
high 13 30 43 high 6 37 43
Ges. 20 42 62 Ges. 10 52 62
p 0,769 p 0,479

CD8i:CD4i ja nein Ges. ja nein Ges.
low 10 11 21 low 6 15 21
high 7 31 38 high 4 34 38
Ges. 17 42 59 Ges. 10 49 59
P 0,034 p 0,144

CD8s:CD4s ja nein Ges. ja nein Ges.
low 6 16 22 low 5 17 22
high 11 26 37 high 5 32 37
Ges. 17 42 59 Ges. 10 49 59
p 1,000 p 0,477

CD8i:FOXP3i ja nein Ges. ja nein Ges.
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low 8 13 21 low 4 17 21
high 11 26 37 high 5 32 37
Ges. 19 39 58 Ges. 9 49 58
p 0,569 p 0,710

CD8s:FOXP3s ja nein Ges. ja nein Ges.
low 5 15 20 low 3 17 20
high 15 27 42 high 7 35 42
Ges. 20 42 62 Ges. 10 52 62
p 0,563 p 1,000

CD8i:IL-17Ai ja nein Ges. ja nein Ges.
low 7 11 18 low 2 16 18
high 9 29 38 high 7 31 38
Ges. 16 40 56 Ges. 9 47 56
p 0,343 p 0,703

CD8s:IL-17As ja nein Ges. ja nein Ges.
low 4 15 19 low 3 16 19
high 13 26 39 high 7 32 39
Ges. 17 41 58 Ges. 10 48 58
p 0,377 p 1,000

FOXP3i:CD3i ja nein Ges. ja nein Ges.
low 7 12 19 low 2 17 19
high 12 30 42 high 34 8 42
Ges. 19 42 61 Ges. 10 51 61
p 0,560 p 0,485

FOXP3s:CD3s ja nein Ges. ja nein Ges.
low 8 12 20 low 4 16 20
high 12 30 42 high 6 36 42
Ges. 20 42 62 Ges. 10 52 62
p 0,396 p 0,714

FOXP3i:CD4i ja nein Ges. ja nein Ges.
low 7 16 23 low 4 19 23
high 10 26 36 high 6 30 36
Ges. 17 42 59 Ges. 10 49 59
p 1,000 p 1,000

FOXP3s:CD4s ja nein Ges. ja nein Ges.
low 8 11 19 low 4 15 19
high 9 31 40 high 6 34 40
Ges. 17 42 59 Ges. 10 59 59
p 0,137 p 0,712

FOXP3i:IL-17Ai ja nein Ges. ja nein Ges.
low 7 18 25 low 3 22 25
high 9 22 31 high 6 25 31
Ges. 16 40 56 Ges. 9 47 56
p 1,000 p 0,716
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FOXP3s:IL-17As ja nein Ges. ja nein Ges.
low 6 13 19 low 5 14 19
high 11 28 39 high 5 34 39
Ges. 17 41 58 Ges. 10 48 58
p 1,000 p 0,270

CD4i:CD3i ja nein Ges. ja nein Ges.
low 6 13 19 low 2 17 19
high 11 29 40 high 8 32 40
Ges. 17 42 59 Ges. 10 49 59
p 0,766 p 0,476

CD4s:CD3s ja nein Ges. ja nein Ges.
low 8 11 19 low 4 15 19
high 10 31 41 high 6 35 41
Ges. 18 42 60 Ges. 10 50 60
p 0,227 p 0,711

CD4i:IL-17Ai ja nein Ges. ja nein Ges.
low 7 18 25 low 1 24 25
high 9 22 31 high 8 23 31
Ges. 16 40 56 Ges. 9 47 56
p 1,000 P 0,033

CD4s:IL-17As ja nein Ges. ja nein Ges.
low 2 17 19 low 2 17 19
high 15 24 39 high 8 31 39
Ges. 17 41 58 Ges. 10 48 58
P 0,034 p 0,472

Anhang 20: Verhéltnisse der TIL-Subgruppen in Korrelation mit Pn1 und L1 (IF)

Alter (<: unterhalb Medians, >: Me-

dian und dariiber)

Geschlecht (w: weiblich, m: mann-
lich)

CD8i:CD3i < > Ges. w m Ges.
low 10 8 18 low 5 13 18
high 17 20 37 high 13 24 37
Ges. 27 28 55 Ges. 18 37 55
p 0,573 p 0,761

CD8s:CD3s < > Ges. w m Ges.
low 7 10 17 low 3 14 17
high 21 19 40 high 15 25 40
Ges. 28 29 57 Ges. 18 39 57
P 0,565 p 0,214

CD8i:CD4i < > Ges. w m Ges.
low 7 10 17 low 3 14 17
high 17 18 35 high 15 20 35
Ges. 24 28 52 Ges. 18 34 52
p 0,769 p 0,120
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CD8s:CD4s < > Ges. w m Ges.
low 8 9 17 low 4 13 17
high 15 20 35 high 14 21 35
Ges. 23 29 52 Ges. 18 34 52
p 1,000 p 0,354

CD8i:FOXP3i < > Ges. w m Ges.
low 13 18 low 3 15 18
high 11 18 29 high 13 16 29
Ges. 24 23 47 Ges. 16 31 47
P 0,036 p 0,062

CD8s:FOXP3s < > Ges. w m Ges.
low 11 9 20 low 3 17 20
high 17 20 37 high 15 22 37
Ges. 28 29 57 Ges. 18 39 57
p 0,585 p 0,073

CD8i:IL-17Ai < > Ges. w m Ges.
low 6 9 15 low 4 11 15
high 14 18 32 high 14 18 32
Ges. 20 27 47 Ges. 18 29 47
p 1,000 p 0,343

CD8s:IL-17As < > Ges. w m Ges.
low 11 10 21 low 3 18 21
high 12 19 31 high 15 16 31
Ges. 23 29 52 Ges. 18 34 52
p 0,400 P 0,017

FOXP3i:CD3i < > Ges. w m Ges.
low 5 13 18 low 4 14 18
high 22 16 38 high 14 24 38
Ges. 27 29 56 Ges. 18 38 56
P 0,047 p 0,364

FOXP3s:CD3s < > Ges. w m Ges.
low 10 11 21 low 7 14 21
high 18 18 36 high 11 25 36
Ges. 28 29 57 Ges. 18 39 57
p 1,000 p 1,000

FOXP3i:CD4i < > Ges. w m Ges.
low 7 10 17 low 4 13 17
high 18 18 36 high 14 22 36
Ges. 25 28 52 Ges. 18 35 53
p 0,572 p 0,358

FOXP3s:CD4s < > Ges. w m Ges.
low 11 10 21 low 4 17 21
high 12 18 30 high 13 17 30
Ges. 23 28 51 Ges. 17 34 51
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p 0,408 p 0,081
FOXP3i:IL-17Ai < > Ges. w m Ges.
low 6 10 16 low 3 13 16
high 15 17 32 high 15 17 32
Ges. 21 27 48 Ges. 18 30 48
p 0,758 p 0,068
FOXP3s:IL-17As < > Ges. w m Ges.
low 10 7 17 low 3 14 17
high 13 21 34 high 14 20 34
Ges. 23 28 51 Ges. 17 34 51
p 0,234 p 0,122
CD4i:CD3i < > Ges. w m Ges.
low 8 13 21 low 9 12 21
high 15 14 29 high 8 21 29
Ges. 23 27 50 Ges. 17 33 50
p 0,398 p 0,366
CD4s:CD3s < > Ges. w m Ges.
low 6 12 18 low 6 12 18
high 17 16 33 high 11 22 33
Ges. 23 28 51 Ges. 17 34 51
p 0,251 p 1,000
CD4i:IL-17Ai < > Ges. w m Ges.
low 8 7 15 low 5 10 15
high 12 19 31 high 12 19 31
Ges. 20 26 46 Ges. 17 29 46
p 0,527 p 1,000
CD4s:IL-17As < > Ges. w m Ges.
low 10 8 18 low 4 14 18
high 12 20 32 high 13 19 32
Ges. 22 28 50 Ges. 17 33 50
p 0,249 p 0,227
Anhang 21: Verhéltnisse der TIL-Subgruppen in Korrelation mit Alter und Geschlecht
(TZe)
pT pN
CD8i:CD3i 1 2 3 4 Ges. 0 1 2a/b Ges.
low 5 5 1 7 18 low 11 2 5 18
high 15 10 2 10 37 high 16 7 14 37
Ges. 20 15 3 17 55 Ges. 27 9 19 55
p 0,785 p 0,467
CD8s:CD3s 1 2 3 4 Ges. 0 1 2alb Ges.
low 5 2 1 17 low 9 2 6 17
high 16 13 2 9 40 high 20 7 13 40
Ges. 21 15 3 18 57 Ges. 29 9 19 57
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p 0,109 p 1,000

CD8i:CD4i 1 3 4 Ges. 0 1 2a/b Ges.
low 3 1 17 low 10 2 5 17
high 17 1 8 35 high 17 6 12 35
Ges. 20 14 2 16 52 Ges. 27 8 17 52
p 0,100 p 0,782

CD8s:CD4s 1 3 4 Ges. 0 1 2a/b Ges.
low 5 0 10 17 low 10 1 6 17
high 15 13 2 5 35 high 17 7 11 35
Ges. 20 15 2 15 52 Ges. 27 8 17 52
P 0,007 p 0,481

CD8i:FOXP3i 1 2 3 Ges. 0 1 2a/b Ges.
low 7 7 0 18 low 13 3 2 18
high 13 7 3 29 high 12 6 11 29
Ges. 20 14 3 10 47 Ges. 25 9 13 47
p 0,501 p 0,080

CD8s:FOXP3s 1 2 3 4 Ges. 0 1 2a/b Ges.
low 5 5 1 20 low 11 2 7 20
high 16 10 2 9 37 high 18 7 12 37
Ges. 21 15 3 18 57 Ges. 29 9 19 57
p 0,353 p 0,703

CD8i:IL-17Ai 1 3 4 Ges. 0 1 2alb Ges.
low 3 0 15 low 8 3 4 15
high 15 2 6 32 high 15 5 12 32
Ges. 18 13 2 14 47 Ges. 23 8 16 47
p 0,085 p 0,767

CD8s:IL-17As 1 3 4 Ges. 0 1 2a/b Ges.
low 4 0 11 21 low 12 1 8 21
high 16 2 5 31 high 15 7 9 31
Ges. 20 14 2 16 52 Ges. 27 8 17 52
P 0,014 p 0,255

FOXP3i:CD3i 1 2 3 4 Ges. 0 1 2a/b Ges.
low 5 4 0 18 low 9 0 9 18
high 16 11 3 8 38 high 19 9 10 38
Ges. 21 15 3 17 56 Ges. 28 9 19 56
p 0,156 P 0,033

FOXP3s:CD3s 1 2 3 4 Ges. 0 1 2a/b Ges.
low 7 1 6 21 low 10 3 8 21
high 14 8 2 12 36 high 19 6 11 36
Ges. 21 15 3 18 57 Ges. 29 9 19 57
p 0,875 p 0,931
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FOXP3i:CD4i 3 4 Ges. 1 2a/b Ges.
low 3 0 11 17 low 1 10 17
high 17 11 2 6 36 high 21 7 8 36
Ges. 20 14 2 17 53 Ges. 27 8 18 53
P 0,005 P 0,034

FOXP3s:CD4s 1 2 3 4 Ges. 0 1 2a/b Ges.
low 7 1 4 21 low 11 5 5 21
high 13 6 1 10 30 high 15 3 12 30
Ges. 20 15 2 14 51 Ges. 26 8 17 51
p 0,296 p 0,315

FOXP3i:IL-17Ai 1 3 4 Ges. 0 1 2a/b Ges.
low 4 4 0 16 low 8 1 7 16
high 14 2 7 32 high 15 7 10 32
Ges. 18 13 2 15 48 Ges. 23 8 17 48
p 0,233 p 0,397

FOXP3s:IL- 1 2 3 4 Ges. 0 1 2a/b Ges.

17As low 4 1 5 17 low 6 5 6 17
high 16 7 1 10 34 high 20 3 11 34
Ges. 20 14 2 15 51 Ges. 26 8 17 51
p 0,282 p 0,130

CD4i:CD3i 1 2 3 Ges. 0 1 2a/b Ges.
low 10 5 0 21 low 10 2 9 21
high 9 10 2 29 high 14 6 9 29
Ges. 19 15 2 14 50 Ges. 24 8 18 50
p 0,513 p 0,550

CD4s:CD3s 1 2 3 4 Ges. 0 1 2a/b Ges.
low 8 1 3 18 low 7 2 9 18
high 12 1 11 33 high 19 6 8 33
Ges. 20 15 2 14 51 Ges. 26 8 17 51
p 0,581 p 0,198

CD4i:IL-17Ai 1 3 4 Ges. 0 1 2a/b Ges.
low 5 0 5 15 low 5 3 7 15
high 13 2 31 high 17 5 9 31
Ges. 18 13 2 13 46 Ges. 22 8 16 46
p 0,803 p 0,381

CD4s:IL-17As 1 2 3 4 Ges. 0 1 2alb Ges.
low 4 0 18 low 8 2 8 18
high 16 7 2 7 32 high 18 6 8 32
Ges. 20 14 2 14 50 Ges. 26 8 16 50
p 0,122 p 0,439

Anhang 22: Verhéltnisse der TIL-Subgruppen in Korrelation mit pT- und pN-Stadium
(TZe)
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uicC Grading

CD8i:CD3i I I 11 v Ges. G1 G2 G3 Ges.
low 4 1 10 18 low 0 13 5 18
high 11 5 18 37 high 7 19 11 37
Ges. 15 6 6 28 55 Ges. 7 32 16 55
p 0,626 p 0,144

CD8s:CD3s I I 11 v Ges. G1 G2 G3 Ges.
low 4 1 1 11 17 low 1 13 3 17
high 12 5 18 40 high 6 21 13 40
Ges. 16 6 29 57 Ges. 7 34 16 57
p 0,678 p 0,306

CD8i:CD4i I I 1 v Ges. G1 G2 G3 Ges.
low 3 3 11 17 low 0 10 7 17
high 12 15 35 high 7 21 7 35
Ges. 15 26 52 Ges. 7 31 14 52
p 0,151 p 0,059

CD8s:CD4s I 1 /] v Ges. G1 G2 G3 Ges.
low 4 13 17 low 1 11 5 17
high 11 13 35 high 6 20 35
Ges. 15 26 52 Ges. 7 31 14 52
P 0,026 p 0,641

CD8i:FOXP3i I I 11 v Ges. G1 G2 G3 Ges.
low 6 4 1 7 18 low 1 11 6 18
high 9 5 13 29 high 6 16 29
Ges. 15 6 29 47 Ges. 7 27 13 47
p 0,410 p 0,416

CD8s:FOXP3s I I 11 v Ges. G1 G2 G3 Ges.
low 4 1 13 20 low 2 13 5 20
high 12 5 16 37 high 5 21 11 37
Ges. 16 6 29 57 Ges. 7 34 16 57
p 0,461 p 0,924

CDS8i:IL-17Ai I I 1 v Ges. G1 G2 G3 Ges.
low 2 2 10 15 low 1 10 4 15
high 11 4 14 32 high 6 19 32
Ges. 13 24 47 Ges. 7 29 11 47
p 0,383 p 0,672

CDS8s:IL-17As 1 1 /] v Ges. G1 G2 G3 Ges.
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low 3 0 15 21 low 3 11 7 21
high 15 5 26 52 high 4 20 7 21
Ges. 15 5 26 52 Ges. 7 31 14 52
P 0,020 p 0,722

FOXP3i:CD3i I I 11 v Ges. G1 G2 G3 Ges.
low 5 11 18 low 4 9 5 18
high 11 17 38 high 3 24 11 38
Ges. 16 28 56 Ges. 7 33 16 56
p 0,371 p 0,324

FOXP3s:CD3s I I 11 v Ges. G1 G2 G3 Ges.
low 5 3 11 21 low 3 10 8 21
high 11 18 36 high 4 24 36
Ges. 16 29 57 Ges. 7 34 16 57
p 0,878 p 0,325

FOXP3i:CD4i I 1 /] v Ges. G1 G2 G3 Ges.
low 2 14 17 low 2 9 6 17
high 13 13 36 high 5 22 36
Ges. 15 27 53 Ges. 7 31 15 53
P 0,015 p 0,838

FOXP3s:CD4s I I 11 v Ges. G1 G2 G3 Ges.
low 5 4 8 21 low 3 11 21
high 10 17 30 high 4 20 6 30
Ges. 15 5 25 51 Ges. 7 31 13 51
p 0,128 p 0,559

FOXP3i:IL-17Ai I I 11 v Ges. G1 G2 G3 Ges.
low 3 2 10 16 low 4 7 5 16
high 10 4 15 32 high 3 22 32
Ges. 13 25 48 Ges. 7 29 12 48
p 0,731 p 0,184

FOXP3s:IL- I I 11 v Ges. G1 G2 G3 Ges.

17As low 2 4 9 17 low 2 9 6 17
high 13 1 16 34 high 5 22 34
Ges. 15 5 25 51 Ges. 7 31 13 51
p 0,051 p 0,530

CD4i:CD3i I I 11 v Ges. G1 G2 G3 Ges.
low 7 2 10 21 low 15 3 21
high 7 15 29 high 4 15 10 29
Ges. 14 5 25 50 Ges. 30 13 50
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p 0,915 p 0,333

CD4s:CD3s I I 1 v Ges. G1 G2 G3 Ges.
low 6 1 1 10 18 low 3 11 4 18
high 9 5 4 15 33 high 4 20 9 33
Ges. 15 6 5 25 51 Ges. 7 31 13 51
p 0,714 p 0,918

CD4i:IL-17Ai I I 1 v Ges. G1 G2 G3 Ges.
low 3 1 2 9 15 low 2 11 2 15
high 10 4 3 14 31 high 5 18 8 31
Ges. 13 5 5 23 46 Ges. 7 29 10 46
p 0,723 p 0,733

CD4s:IL-17As I I 1 v Ges. G1 G2 G3 Ges.
low 3 3 1 11 18 low 3 9 6 18
high 12 3 4 13 32 high 4 21 7 32
Ges. 15 6 5 24 50 Ges. 7 30 13 50
p 0,296 p 0,588

Anhang 23: Verhéltnisse der TIL-Subgruppen in Korrelation mit UICC-Stadien und Gra-
ding (TZe)

Pn1 L1

CD8i:CD3i ja nein Ges. ja nein Ges.
low 9 9 18 low 5 13 18
high 10 27 37 high 5 32 37
Ges. 19 36 55 Ges. 10 45 55
p 0,132 p 0,26

CD8s:CD3s ja nein Ges. ja nein Ges.
low 3 14 17 low 4 13 17
high 16 24 40 high 6 34 40
Ges. 19 38 57 Ges. 10 47 57
p 0,132 p 0,464

CD8i:CD4i ja nein Ges. ja nein Ges.
low 7 10 17 low 5 12 17
high 10 25 35 high 5 30 35
Ges. 17 35 52 Ges. 10 42 52
p 0,529 p 0,264

CD8s:CD4s ja nein Ges. ja nein Ges.
low 5 12 17 low 5 12 17
high 13 22 35 high 5 30 35
Ges. 18 34 52 Ges. 10 42 52
p 0,758 p 0,264

CD8i:FOXP3i ja nein Ges. ja nein Ges.
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low 4 14 18 low 6 12 18
high 10 19 29 high 4 25 29
Ges. 14 33 47 Ges. 10 37 47
p 0,516 p 0,150

CD8s:FOXP3s ja nein Ges. ja nein Ges.
low 6 14 20 low 1 19 20
high 13 24 37 high 9 28 37
Ges. 19 38 57 Ges. 10 47 57
p 0,775 p 0,082

CD8i:IL-17Ai ja nein Ges. ja nein Ges.
low 5 10 15 low 4 11 15
high 11 21 32 high 6 26 32
Ges. 16 31 47 Ges. 10 37 47
p 1,000 p 0,704

CD8s:IL-17As ja nein Ges. ja nein Ges.
low 7 14 21 low 7 14 21
high 11 20 31 high 3 28 31
Ges. 18 34 52 Ges. 10 42 52
p 1,000 p 0,069

FOXP3i:CD3i ja nein Ges. ja nein Ges.
low 8 10 18 low 0 18 18
high 11 27 38 high 10 28 38
Ges. 19 37 56 Ges. 10 46 56
p 0,365 P 0,022

FOXP3s:CD3s ja nein Ges. ja nein Ges.
low 9 12 21 low 14 21
high 10 26 36 high 33 36
Ges. 19 38 57 Ges. 10 47 57
p 0,261 P 0,028

FOXP3i:CD4i ja nein Ges. ja nein Ges.
low 7 10 17 low 3 14 17
high 11 25 36 high 7 29 36
Ges. 18 35 53 Ges. 10 43 53
p 0,539 p 1,000

FOXP3s:CD4s ja nein Ges. ja nein Ges.
low 7 14 21 low 9 12 21
high 10 20 30 high 1 29 30
Ges. 17 34 51 Ges. 10 41 51
p 1,000 P 0,001

FOXP3i:IL-17Ai ja nein Ges. ja nein Ges.
low 6 10 16 low 2 14 16
high 11 21 32 high 8 24 32
Ges. 17 31 48 Ges. 10 38 48
p 1,000 p 0,460
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FOXP3s:IL-17As ja nein Ges. ja nein Ges.
low 7 10 17 low 8 19 17
high 10 24 34 high 2 32 34
Ges. 17 34 51 Ges. 10 41 51
p 0,531 P 0,001

CD4i:CD3i ja nein Ges. ja nein Ges.
low 7 14 21 low 2 19 21
high 10 19 29 high 8 21 29
Ges. 17 33 50 Ges. 10 40 50
p 1,000 p 0,160

CD4s:CD3s ja nein Ges. ja nein Ges.
low 7 11 18 low 2 16 18
high 10 23 33 high 8 25 33
Ges. 17 34 51 Ges. 10 41 51
p 0,551 p 0,462

CD4i:IL-17Ai ja nein Ges. ja nein Ges.
low 5 10 15 low 1 14 15
high 10 21 31 high 9 22 31
Ges. 15 31 46 Ges. 10 36 46
p 1,000 p 0,132

CD4s:IL-17As ja nein Ges. ja nein Ges.
low 6 12 18 low 5 13 18
high 11 21 32 high 5 27 32
Ges. 17 33 50 Ges. 10 40 50
p 1,000 p 0,463

Anhang 24: Verhéltnisse der TIL-Subgruppen in Korrelation mit Pn1 und L1 (TZe)

8.5 Anhang: Uberlebenszeit in Korrelation mit immunologischen

Parametern
TIL Subgruppe Mittleres OS (SE) Mittleres DSS (SE) Mittleres DFS (SE)
Monate p- Monate p- Monate p-

Wert Wert Wert

CDgijMen 56,9 (6,8) 0,770 | 68,9 (6,5) 0,787 | 65,3 (6,8) 0,680

CD3i 44,3 (5,9) 46,6 (5,8) 44,3 (5,9)

CD4iMen 61,6 (6,5) 0,563 | 74,8 (5,9) 0,114 | 71,2 (6,3) 0,074

CD4i" 49,4 (9,6) 49,4 (9,6) 46,1 (9,4)

CDgiMen 56,5 (7,2) 0,637 | 65,2 (7,1) 0,518 | 64,7 (7,1) 0,949

CD8i" 449 (5,1) 50,5 (4,9) 46,8 (5,0)

FOXP3inin 58,7 (6,7) 0,816 | 70,5 (6,2) 0,440 | 65,3 (6,6) 0,653

FOXP3i'¥ 41,1 (6,4) 43,6 (6,4) 43,6 (6,4)

IL-17AiMe" 63,6 (6,7) 0,540 | 75,1 (6,3) 0,145 | 67,4 (7,0) 0,569

IL-17Ai"°Y 41,7 (5,8) 42,8 (5,9) 44,7 (5,9)
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Anhang 25: Uberlebensstatistik - Korrelation mit intraepithelialen immunologischen Pa-
rametern an der IF (SE = Standardfehler)

TIL Subgruppe Mittleres OS (SE) Mittleres DSS (SE) | Mittleres DFS (SE)
Monate p- Monate p- Monate p-

Wert Wert Wert

CD3s"on 54,0 (6,1) 0,627 | 67,2 (5,4) 0,080 | 63,9 (5,9) 0,077

CD3s"" 55,2 (8,9) 55,3 (8,9) 52,8 (8,8)

CD4s"ion 58,2 (6,5) 0,579 | 70,7 (6,1) 0,775 | 67,4 (6,5) 0,594

CD4s"" 59,6 (9,4) 59,6 (9,4) 55,6 (9,5)

CD8s"9n 50,7 (6,0) 0,675 | 63,1 (5,8) 0,455 | 60,0 (6,0) 0,415

CD8s"" 62,7 (8,9) 62,7 (8,9) 59,8 (8,9)

FOXP3s"ie" 63,9 (6,2) 0,035 | 74,1 (5,7) 0,012 | 71,4 (6,0) 0,005

FOXP3s ¥ 28,9 (6,3) 30,1 (6,7) 28,9 (6,3)

IL-17AsMan 449 (4,5) 0,542 | 53,2 (4,2) 0,102 | 50,4 (4,3) 0,226

IL-17As"™" 50,6 (7,4) 52,9 (7,4) 52,7 (7,4)

Anhang 26: Uberlebensstatistik - Korrelation mit stromalen immunologischen Parame-

tern an der IF

TIL Subgruppe Mittleres OS (SE) Mittleres DSS (SE) | Mittleres DFS (SE)
Monate p- Monate p- Monate p-
Wert Wert Wert
CD3ijMen 53,7 (6,4) 0,860 | 64,1 (5,8) 0,434 |60,8(6,2) 0,559
CD3i 55,7 (9,0) 58,6 (9,0) 58,6 (9,0)
CD4ijMan 54,7 (7,4) 0,842 | 67,2 (6,3) 0,487 | 62,7 (7,0) 0,659
CD4i" 57,0 (9,1) 57,0 (9,1) 57,0 (9,1)
CD8iMen 49,3 (6,0) 0,194 | 57,9 (5,9) 0,318 | 55,1 (6,0) 0,252
CD8i" 67,5 (9,2) 71,5 (9,0) 71,5 (9,0)
FOXP3inin 58,2 (6,0) 0,302 | 68,2 (5,5) 0,077 | 65,4 (5,8) 0,089
FOXP3i'¥ 36,2 (7,9) 36,2 (7,9) 36,2 (7,9)
IL-17AiMo" 51,6 (7,7) 0,297 |61,4(7,9) 0,573 |60,9(7,9) 0,822
IL-17Ai"°Y 48,8 (5,0) 50,8 (4,9) 48,1 (5,1)

Anhang 27: Uberlebensstatistik - Korrelation mit intraepithelialen immunologischen Pa-

rametern im TZe

TIL Subgruppe Mittleres OS (SE) Mittleres DSS (SE) | Mittleres DFS (SE)
Monate p- Monate p- Monate p-

Wert Wert Wert

CD3sgMon 54,1 (6,5) 0,713 | 65,2 (6,1) 0,633 | 61,9 (6,4) 0,770

CD3s™" 45,9 (6,6) 45,9 (6,6) 45,9 (6,6)

CD4gMon 54,7 (7,4) 0,667 | 67,1(6,3) 0,671 | 62,6 (7,1) 0,872

CD4s™" 47,6 (6,7) 47,6 (6,7) 47,6 (6,7)

CD8sgMon 57,3 (6,4) 0,584 | 68,7 (6,0) 0,138 | 65,6 (6,3) 0,173

CD8s"" 41,1 (6,5) 41,1 (6,5) 41,1 (6,5)
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FOXP3shish 60,1 (5,9) 0,023 | 68,3 (5,1) 0,016 | 65,4 (5,6) 0,027

FOXP3s "% 40,3 (9,4) 46,8 (10,2) 46,1 (10,1)

IL-17As"9" 58,4 (8,0) 0,999 | 61,0(8,0) 0,528 | 58,8 (8,4) 0,702

IL-17As"" 54,7 (7,1) 65,3 (6,6) 62,9 (6,8)
Anhang 28: Uberlebensstatistik - Korrelation mit stromalen immunologischen Parame-
ternim TZe

Parameter 95% Konfidenzintervall (KI)

oS

HR Min. Max. p-Wert

Alter 1,5 0,6 3,6 0,376

Geschlecht 0,7 0,3 1,7 0,436

pT-Stadium 1,5 0,7 3,3 0,330

pN-Stadium 3,0 1,1 8,4 0,032

Grading 1,4 0,2 121 0,713

FOXP3s IF 1,8 0,7 4,4 0,212

DSS

Alter 2,7 0,9 8,0 0,070

Geschlecht 0,6 0,2 1,7 0,351

pT-Stadium 1,5 0,6 3,7 0,380

pN-Stadium 3,0 0,9 9,6 0,061

Grading 1,3 0,5 3.4 0,993

FOXP3s IF 2,8 1,0 7,7 0,046

DFS

Alter 21 0,8 5,7 0,158

Geschlecht 0,8 0,3 2,2 0,731

pT-Stadium 1,0 0,4 25 0,925

pN-Stadium 3,9 1,2 12,0 0,019

Grading 1,0 0,4 2,7 0,954

FOXP3s IF 3,1 1,2 8,2 0,021

Anhang 29: Multivariate Uberlebensanalyse mit stromalen FOXP3*-TILs an der IF unter

Einbeziehung von Alter, Geschlecht, pT- Stadium, pN-Stadium und Grading

Parameter 95% Konfidenzintervall (KI)
oS

HR Min. Max. p-Wert
Alter 1,6 0,6 4,2 0,326
Geschlecht 1,4 0,5 4.1 0,551
pT-Stadium 21 0,9 5,1 0,098
pN-Stadium 24 0,9 6,6 0,092
Grading 1,3 0,6 29 0,742
FOXP3s TZe |28 1,0 7,8 0,049
DSS
Alter 3,7 1,1 12,3 0,032
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Geschlecht 1,4 0,4 5,2 0,585
pT-Stadium 2,5 0,9 7,1 0,082
pN-Stadium 2,3 0,7 7,2 0,151
Grading 1,4 0,5 3,6 0,996
FOXP3s TZe 5,1 1,4 19,1 0,015
DFS

Alter 2,3 0,8 6,9 0,122
Geschlecht 1,6 0,5 5,4 0,441
pT-Stadium 1,7 0,6 4,6 0,300
pN-Stadium 25 0,8 7,9 0,106
Grading 1,3 0,5 3,2 0,998
FOXP3s TZe 3,7 1,1 12,4 0,035

Anhang 30: Multivariate Uberlebensanalyse mit stromalen FOXP3*-TILs innerhalb des

TZe unter Einbeziehung von Alter, Geschlecht, pT- Stadium, pN-Stadium und Grading

8.6 Anhang: Uberlebenszeit in Korrelation mit den Verhéltnissen
der TIL-Subgruppen

TIL Subgruppe

Mittleres OS (SE)

Mittleres DSS (SE)

Mittleres DFS (SE)

Monate p-Wert | Monate p-Wert Monate p-Wert

CD8i:CD3i"en 47,7 (5,8) 0,083 56,5 (6,0) 0,177 56,1 (6,0) | 0,514
CD8i:CD3i" 75,7 (8,3) 79,6 (7,8) 65,0 (10,9)
CD8i:CD4i"" 59,2 (7,1) 0,784 68,3 (6,8) 0,578 66,1 (6,9) | 0,689
CD8i:CD4i"" 45,2 (5,8) 52,3 (5,3) 50,6 (5,3)
CD8i:FOXP3inieh 54,4 (7,1) 0,168 64,6 (7,2) 0,314 64,1 (7,2) | 0,731
CD8i:FOXP3i'" 46,6 (4,8) 48,8 (4,6) 45,4 (4,8)
CD8i:IL-17Ai"9" 58,3 (7,0) 0,434 66,4 (6,9) 0,187 65,9 (6,9) | 0,580
CD8i:IL-17Ai"Y 45,4 (5,1) 52,6 (4,1) 48,6 (4,5)
FOXP3i:CD3i"" 55,8 (5,9) 0,415 59,7 (5,7) 0,646 59,6 (5,7) | 0,823
FOXP3i:CD3i"" 52,2 (9,4) 69,9 (10,0) 59,3 (10,2)
FOXP3i:CD4i"" 51,9 (6,6) 0,578 59,1 (6,3) 0,282 54,3 (6,4) | 0,151
FOXP3i:CD4i"" 65,3 (8,3) 77,4 (7,7) 77,4 (7,7)
FOXP3i:IL-17Ai"" 50,0 (7,0) 0,383 58,2 (6,7) 0,198 57,7 (6,7) | 0,428
FOXP3i:IL-17Ai"" 67,1 (8,0) 78,8 (7,3) 71,8 (8,0)
CD4i:CDa3j"" 58,6 (6,1) 0,516 69,6 (6,6) 0,812 69,6 (6,6) | 0,631
CD4i:CD3i" 60,8 (8,3) 64,6 (8,1) 54,0 (8,9)
CD4i:IL-17Ai"" 63,6 (7,6) 0,576 69,2 (7,3) 0,661 71,4 (7,2) | 0,521
CD4i:IL-17Ai"Y 52,7 (7,4) 65,5 (7,1) 56,0 (7,6)

Anhang 31: Uberlebensstatistik - Korrelation mit den intraepithelialen TIL-Verhé&ltnissen

an der IF

TIL Subgruppe

Mittleres OS (SE)

Mittleres DSS (SE)

Mittleres DFS (SE)

Monate p-Wert

Monate p-Wert

Monate p-Wert

CD8s:CD3sM9"

52,5 (5,7) 0,813

61,2 (56) |0,736

56,0 (5,8)
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CD8s:CD3s™ 59,1 (10,0) 65,3 (9,6) 68,7 (9,5) | 0,677
CD8s:CD4s"" 55,6 (6,0) 0,979 |62,2(59) |0848 |564(6,1) | 0,320
CD8s:CD4s™ 60,0 (9,2) 72,1 (8,7) 75,3 (8,5)
CD8s:FOXP3s™" | 50,5 (5,9) 0,570 | 60,5(58) |0,958 |550 (59) |0,472
CD8s:FOXP3s™" 63,3 (9,2) 66,6 (9,2) 69,9 (9,1)
CD8s:IL-17As™" 46,9 (6,2) 0,135 |58,0(6,2) |0,370 |533(6,3) | 0,223
CD8s:IL-17As™" 50,2 (5,4) 52,6 (5,2) 52,6 (5,2)
FOXP3s:CD3s"™" | 59,5 (6,7) 0,696 |69,1(64) |0632 |6509(6,7) |O0,526
FOXP3s:CD3s™" 38,1 (5,7) 42,3 (5,7) 40,2 (5,7)
FOXP3s:CD4s™ | 62,5 (6,7) 0,575 | 72,7 (6,2) |0520 |727(62) |0,192
FOXP3s:CD4s°" 41,3 (6,5) 46,4 (6,5) 42,4 (6,3)
FOXP3s:IL-17As™" | 54,0 (6,1) 0,687 |61,3(58) |0940 |586(6,0) |0,797
FOXP3s:IL-17As™ | 41,4 (5,9) 47,8 (6,0) 45,5 (6,0)
CD4s:CD3s"" 59,6 (6,9) 0,995 | 741 (6,3) |0,269 |703(6,8) | 0,221
CD4s:CD3s™ 54,6 (8,4) 54,6 (8,4) 52,0 (8,3)
CD4s:IL-17As™" 40,1 (4,4) 0,284 | 67,0(4,5) |0,370 |43.4(44) | 0,223
CD4s:IL-17As™ 60,8 (7,7) 458 (7,3) 67,0 (7,3)

Anhang 32: Uberlebensstatistik - Korrelation mit den stromalen TIL-Verhéltnissen an der

IF

TIL Subgruppe

Mittleres OS (SE)

Mittleres DSS (SE)

Mittleres DFS (SE)

Monate p-Wert | Monate p-Wert Monate p-Wert

CD8i:CD3i"e" 56,2 (6,4) 0,626 63,7 (6,4) 0,765 63,3 (6,4) 0,454
CD8i:CD3i" 35,2 (5,3) 39,5 (5,1) 39,5 (5,5)
CD8i:CD4i"en 53,9 (6,2) 0,784 60,2 (6,0) 0,970 60,0 (6,0) 0,714
CD8i:CD4i"" 56,1 (10,4) 64,1 (10,4) 52,4 (12,0)
CDS8i:FOXP3inen 52,1 (6,9) 0,353 63,7 (6,6) 0,678 60,3 (6,9) 0,561
CD8i:FOXP3i'" 67,2 (9,3) 71,5 (8,9) 71,5 (8,9)
CD8i:IL-17Ai"9" 49,7 (6,7) 0,665 58,7 (6,6) 0,861 55,0 (6,8) 0,981
CD8i:IL-17Ai"*Y 58,8 (10,5) 58,8 (10,5) 58,8 (10,5)
FOXP3i:CD3i"" 55,5 (7,1) 0,780 64,9 (6,5) 0,689 64,6 (6,5) 0,519
FOXP3i:CD3i"" 41,6 (5,9) 45,8 (5,9) 445 (5,8)
FOXP3i:CD4i"" 61,0 (7,0) 0,056 70,6 (6,3) 0,022 67,0 (6,7) 0,025
FOXP3i:CD4i"" 31,2 (5,2) 32,7 (5,3) 32,7 (5,3)
FOXP3i:IL-17Ai"" 47,1 (7,3) 0,620 58,3 (6,7) 0,811 53,0 (7,3) 0,960
FOXP3i:IL-17Ai"" 56,7 (9,9) 56,7 (9,9) 56,7 (9,9)
CD4i:CD3j"" 53,8 (8,1) 0,872 65,7 (7,5) 0,641 63,1 (7,6) 0,847
CD4i:CD3i"" 55,7 (7,7) 58,3 (7,7) 57,0 (7,8)
CD4i:IL-17Ai"9" 37,1 (4,1) 0,259 41,3 (4,2) 0,735 40,4 (4,1) 0,495
CD4i:IL-17Ai"*Y 63,9 (10,3) 63,9 (10,3) 63,9 (10,3)

Anhang 33: Uberlebensstatistik - Korrelation mit den intraepithelialen TIL-Verhé&ltnissen

innerhalb des TZe

TIL Subgruppe

Mittleres OS (SE)

Mittleres DSS (SE)

Mittleres DFS (SE)

Monate

| p-Wert

Monate ‘ p-Wert

Monate ‘ p-Wert
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CD8s:CD3s"" 56,2 (6,3) 0,829 |65/4(6,0) |0578 |62,6(62) | 0,640
CD8s:CD3s™ 40,4 (6,4) 43,0 (6,4) 43,0 (6,4)
CD8s:CD4s"" 59,6 (6,1) 0,127 |70,1(53) | 0,015 |654(58) | 0,069
CD8s:CD4s ™" 47,6 (10,1) 47,6 (10,1) 50,5 (10,3)
CD8s:FOXP3s™" | 54,2 (6,9) 0,836 |632(65) |0889 |598(68) |0,765
CD8s:FOXP3s™ | 44,3 (5,9) 48,8 (5,8) 48,8 (5,8)
CD8s:IL-17As"™ | 554 (6,8) 0,778 |653(6,2) |0417 |595(6,7) | 0,925
CD8s:IL-17As™" 56,7 (8,8) 59,6 (8,8) 62,5 (8,8)
FOXP3s:CD3s™" | 59,2 (6,0) 0,254 |64,3(58) |0,397 |64,3(58) |0,270
FOXP3s:CD3s™ | 46,6 (8,9) 58,3 (9,1) 53,6 (9,0)
FOXP3s:CD4s™" | 56,7 (6,0) 0,779 |638(6,2) |0842 |63,8(62) | 0,609
FOXP3s:CD4s™ | 57,7 (9,3) 64,9 (9,1) 58,5 (9,7)
FOXP3s:IL-17As™ | 60,6 (6,2) 0,163 |67,8(56) |0,183 |64,5(6,0) | 0,260
FOXP3s:IL-17As™ | 49,9 (9,8) 57,0 (10,1) 56,6 (10,0)
CD4s:CD3s"" 60,8 (6,9) 0,802 |649(6,8) |0875 |589(7,9 | 0,637
CD4s:CD3s™ 54,2 (8,5) 64,0 (8,3) 64,0 (8,3)
CD4s: IL-17As™ | 45.7 (8,0) 0,103 |60,0(6,7) |0,268 |529(7,9) |0,136
CD4s:IL-17As™ 70,6 (8,0) 74.1(7,7) 74.1(7,7)

Anhang 34: Uberlebensstatistik - Korrelation mit den stromalen TIL-Verhéltnissen inner-

halb des TZe

Parameter 95% Konfidenzintervall (KI)
oS

HR Min. Max. p-Wert
Alter 1,4 0,5 3,8 0,527
Geschlecht 1,0 0,4 3,0 0,955
pT-Stadium 1,4 0,6 3.4 0,498
pN-Stadium 3,8 1,3 11,2 0,014
Grading 1,4 0,6 3,3 0,423
CD8s:CD4s 21 0,8 57 0,137
TZe
DSS
Alter 3,2 0,9 11,7 0,072
Geschlecht 0,8 0,2 3,0 0,737
pT-Stadium 1,3 0,4 3,5 0,665
pN-Stadium 4,5 1,3 15,9 0,020
Grading 1,3 0,5 3,9 0,588
CD8s:CD4s 4,3 1,4 12,9 0,009
TZe
DFS
Alter 21 0,7 6,8 0,205
Geschlecht 1,1 0,3 3,5 0,920
pT-Stadium 1,0 0,4 2,7 0,973
pN-Stadium 4,8 1,4 16,7 0,013
Grading 1,2 0,4 3,2 0,737
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CD8s:CD4s 3,4 1,1 10,2 0,013
TZe
Anhang 35: Multivariate Uberlebensanalyse mit stromalem CD8:CD4-Verhéltnis inner-

halb des TZe unter Einbeziehung von Alter, Geschlecht, pT- Stadium, pN-Stadium und
Grading
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